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Razvoj kromatografske metode za določanje sladkorjev s fluorescenčno 
detekcijo. 
Povzetek 
V sklopu magistrskega dela sem razvila kromatografsko metodo za kvantifikacijo 
N-glikanov s fluorescenčno detekcijo. Postopek priprave vzorca (derivatizacija z 
2-aminobenzamidom (2-AB), odstranjevanje presežnega označevalca 2-AB z 
ekstrakcijo na trdo fazo (SPE)) in kromatografsko metodo sem razvijala na vzorcu 
maltodekstrinov, glukoze in maltoze. Na vzorcu glukoze in maltoze sem izvedla 
tudi validacijo SPE. Pripravo vzorca sem nato z dodatno stopnjo deglikolizacije 
aplicirala na realni vzorec glikoproteinov (HUMIRA). Deglikolizacije sem se lotila 
encimatsko s PNGazo F. Tekom razvoja sem preverila separacijo 
maltodekstrinov na dveh kolonah z mešanimi separacijskimi režimi. Prva, ki sem 
jo preverila, je bila Thermo Scientific, GlycanPac AXR-1. 2,1 x 150 mm, 3 µm, ki 
separira glede na gostoto naboja in hidrofoben značaj spojin (šibko anionsko-
izmenjevalni in reverzno-fazni princip). Druga pa Thermo Scientific, GlycanPac 
AXH-1. 2,1 x 150 mm, 3 µm, ki separira glede na gostoto naboja in hidrofilnost 
(šibko anionsko-izmenjevalni in HILIC princip).  Preverila sem tudi separacijo na 
koloni Waters, Acquity UPLC (R) BEH AMIDE 1,7 µm, 2,1 x 100 mm, ki za 
separacijo uporablja HILIC princip. Na njej se dobro separirajo zelo polarni analiti, 
ki se ne zadržujejo na reverzno-fazni koloni. Najbolj optimalno separacijo 
maltodekstrinov sem dobila na Thermo Fisher koloni, GlycanPac AXH-1. Na tej 
koloni sem zato razvila in validirala kromatografsko metodo za kvantifikacijo N-
glikanov, označenih z 2-AB. V sklopu validacije sem preverila ponovljivost, BIAS, 
selektivnost, izkoristek SPE, linearno območje, mejo kvantifikacije in robustnost. 
Ugotovila sem, da je razvita metoda ustrezna za kvantifikacijo N-glikanov, zato 















Ključne besede: kromatografija z mešanimi separacijskimi režimi, N-glikani, 
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Development of chromatographic method for determination of sugars with 
fluorescence detection 
Abstract 
As part of master's thesis, I developed a chromatographic method for quantifying 
N-glycanes by fluorescence detection. The sample preparation process 
(derivatisation with 2-aminobenzamide (2-AB), removal of excess marker 2-AB 
with solid-phase extraction (SPE)) and chromatographic method were developed 
on maltodextrins, glucose and maltose. Validation of SPE was also carried out 
on glucose and maltose. The preparation of the sample was then applied to a 
sample of glycoproteins (HUMIRA) with an additional stage - deglycolysation. We 
did encimatic deglycosylation with PNGase F. During development I checked the 
separation of maltodextins on two columns with a mixed mode stacionary phase. 
The first one was Thermo Scientific, GlycanPac AXR-1. 2,1 x 150 mm, 3 μm, 
which separates analytes according the charge density and hydrophobic nature 
of the compounds (weak anion-exchange and revrse-phase principle). The other 
was Thermo Scientific, GlycanPac AXH-1. 2,1 x 150 mm, 3 μm, which separates 
according to the charge density and hydrophilicity (weak anion-exchange and 
HILC principle).  I also checked the separation on the Waters column, Acquity 
UPLC (R) BEH AMIDE 1,7 μm, 2.1 x 100 mm, which uses the HILIC principle for 
separation. There can be separated very polar analytes, which can't be on a 
reverse-phase column. The most optimal separation of maltodextins was 
obtained on the Thermo Fisher column, GlycanPac AXH-1. On this column, I 
therefore developed and validated a cromatographyc method for the 
quantification of N-glycanes, taged with 2-AB. As part of the validation, I checked 
repeatability, BIAS, selectivity, SPE efficiency, linear range, limit of quantification 
and robustness of method. The developed method was suitable for the 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
Kratice 
AEC   ang. anion exchange chromatography, anionsko  
   izmenjevalna kromatografija 
ACN   acetonitril 
CAD   ang. charged aerosol detector, korona detektor 
C18   stacionarna faza z oktadecil-alkilnimi skupinami vezanimi na 
   silikagel 
DE   dekstrozni ekvivalent 
DMSO  dimetil sulfoksid 
DNA   ang. deoxyribonucleic acid, deoksiribonukleinska kislina 
DP   ang. degree of polymerization, stopnja polimerizacije 
ECD   ang. electron capture detector, detektor na zajetje elektronov 
ELSD   ang. evaporative light scattering detector, optični detektor na 
   sipanjem svetlobe 
FLD   ang. fluorescence detector, fluorescenčni detektor 
GC   ang. gas chromatography, plinska kromatografija 
HIC   ang. hydrophobic interaction chromatography,   
   kromatografija na podlagi hidrofobnih interakcij 
HILIC   ang. hydrophilic interaction liquid chromatography,   
   tekočinska kromatografija na podlagi hidrofilnih interakcij 
HPLC   ang. high performance liquid chromatography, tekočinska 
   kromatografija visoke ločljivosti 
LED   ang. light-emitting diode, svetleča dioda 
LN   ang. lot number, šaržna številka 
LOD   ang. limit of detection, meja detekcije 
LOQ   ang. limit of quantification, meja kvantifikacije 
MF   mobilna faza 
MFA   mobilna faza A 
MFB   mobilna faza B 
MFC   mobilna faza C 
MiliQ   voda prečiščena za kromatografijo 
MMC   ang. mixed mode chromatography, kromatografija z   
   mešanimi režimi 
PN   ang. part number, številka produkta 
Ppb   ang. parts per billion, število delov na miljardo 
Rf   retencijski faktor 
RI   ang. refractive index, lomni količnik 
RP   ang. reversed-phase, reverzno-fazni princip 
RRt   ang. relative retention time, relativni retencijski čas 
RSD   ang. relative standard deviation, relativni standardni odmik 
Rt   ang. retention time, retencijski čas  
  
SDS   natrijev dodecilsulfat 
SEC   ang. size-exclusion chromatography, velikostno   
   izključitvena  kromatografija 
SN   ang. serial number, serijska številka 
SPE   ang. solid phase extraction, ekstrakcija na trdno fazo 
TLC   ang. thin layer chromatography, tankoplastna kromatografija 
UV-Vis  ang. ultraviolet-visible spectroscopy, ultravijolična in vidna 
   spektroskopija 
2-AB   2-aminobenzamid 
 
Simboli 
A   ang. area, ploščina kromatografskega vrha 
c   koncentracija 
F   intenziteta fluorescence 
H   ang. height, višina kromatografskega vrha 
K   sorazmernostni faktor 
k´   kapacitivni faktor 
L   ang. length, dolžina kromatografske kolone 
N   število teoretičnih podov kromatografskega vrha 
Rs   resolucija 
W   širina vrha na bazni liniji 
S1   1. vzbujeno singletno elektronsko stanje 
S0   osnovno singletno elektronsko stanje 
S/N   razmerje signal/šum 
T   asimetrija kromatografskega vrha 
to   mrtvi čas 
V   volumen 
α   selektivnostni faktor 
?̅?   povprečna vrednost meritev 






1. LITERATURNI PREGLED 
1.1. Ogljikovi hidrati 
Ogljikovi hidrati so organske spojine, ki vsebujejo kisikove, vodikove in ogljikove 
atome. Poleg teh elementov pa lahko vsebujejo tudi dušik, žveplo, halogene, 
fosfor, itd. K ogljikovim hidratom spadajo tudi sladkorni alkoholi, kisline sladkorjev 
in derivatizirani sladkorji. 
Ogljikovi hidrati so pomemben sestavni del živih organizmov: so vir energije, ki je 
potrebna za normalno delovanje celic (glukoza), so material za gradnjo skeleta 
živih organizmov (celuloza), so surovina za biosintezo drugih organskih spojin, 
so sestavni del DNA in s tem informacijskega sistema živih organizmov. 
Prav tako pa so ogljikovi hidrati zelo pomembni tudi v industriji (osnovna surovina 
za proizvodnjo: papirja, celuloznih vlaken, bombaža, etanola,...) 
Ogljikovi hidrati so v bioloških sistemih pogosto prisotni v prostih oblikah (npr. 
škrob, celuloza) ali vezani na biološke molekule, kot so proteini in lipidi (npr. 
proteoglikani, glikoproteini, glikolipidi,...). 
Ogljikove hidrate delimo glede na število sladkornih enot na monosaharide, 
disaharide, oligosaharide in polisaharide [1,2]. 
1.1.1. Monosaharidi 
Monosaharidom rečemo tudi enostavni sladkorji in so osnovne strukturne enote 
ogljikovih hidratov. Nimajo prisotne glikozidne vezi, zato jih s hidrolizo ne moremo 
razgraditi na še manjše enote. Med ogljikovimi hidrati so najhitreje prebavljivi in 
dajejo največ energije v najkrajšem času. 
Enostavni sladkorji so glukoza, fruktoza, manoza in galaktoza. V naravi jih 
najdemo v sadju, medu in različnih vrstah zelenjave. So končni produkt 
razgradnje vseh ogljikovih hidratov, ki jih v telo vnesemo s hrano.  
Monosaharidi so polihidroksi aldehidi (aldoze) in polihidroksi ketoni (ketoze). 
Delimo jih glede na število ogljikovih atomov in glede na položaj karbonilne 
skupine. 




Slika 1: Ketoza (levo) in aldoza (desno) 
V vodnih raztopinah, s petimi ali več ogljikovimi atomi, sta v ravnotežju 
ciklična/zaprta in aciklična/odprta oblika. Prevladuje ciklična oblika, ki pa nastane 
z interno ciklizacijo med  hidroksi skupino na karbonilno skupino (nastanek 
kovalentne vezi). Pri ciklizaciji se pojavi stereoizomerija, odvisna je od smeri 
napada hidroksilne skupine. Taka izomera imenujemo anomera, saj se 
razlikujeta v razporeditvi atomov okoli anomernega atoma. Poznamo alfa izomer 
(karboksilna skupina se nahaja na spodnji strani obroča) in pa beta izomer 
(karboksilna skupina se nahaja na zgornji strani obroča). Anomera v raztopini ves 
čas prehajata iz ene oblike v drugo, čemur pravimo mutarotacija [2]. Proces je 
prikazan na sliki 2. Z modro barvo je označen anomerni ogljikov atom v aciklični 
obliki glukoze, z zeleno barvo je prikazan beta izomer, z rdečo barvo pa alfa 
izomer. 
 
Slika 2: Mutarotacija glukoze 
1.1.2. Disaharidi 
Disaharidi so sestavljeni iz dveh monosaharidnih enot, ki sta med seboj povezani 
preko glikozidne vezi. Glikozidna vez nastane s kondenzacijo. Hidroksilna 
skupina enega monosaharida reagira z anomernim ogljikovim atomom drugega 
monosaharida, pri čemer se odcepi voda. Med disaharide spada saharoza 
(glukoza in fruktoza), maltoza (dve glukozi) in laktoza (glukoza in galaktoza) [2]. 




Slika 3: Maltoza 
1.1.3. Oligosaharidi 
Oligosaharide sestavlja od tri do devet monosaharidnih enot, ki so povezane z 
glikozidno vezjo. Prav tako kot disaharidi nastanejo s kondenzacijo. 
Kot sladkorje označujemo le ogljikove hidrate, ki so sestavljeni iz manj kot desetih 
monosaharidnih enot. Le te imajo sladek okus in se topijo v vodi. V koncentraciji 
nad 60 % pa imajo učinek konzervansa [2]. 
1.1.4. Polisaharidi 
Polisaharidi so sestavljeni iz več kot 9 monosaharidnih enot, povezanih z 
glikozidno vezjo. Število monosaharidnih enot nam pove stopnja polimerizacije 
(DP). Najbolj znani polisaharidi so: škrob, celuloza, glikogen in pektin. 
Polisaharidi imajo drugačne lastnosti kot sladkorji. Nimajo sladkega okusa, v vodi 
pa so slabo topni ali netopni [2]. 
1.2. Reducirajoči sladkorji 
Reducirajoči sladkorji so sladkorji, ki imajo prosto aldehidno ali ketonsko skupino. 
Sem spadajo vsi monosaharidi in nekateri disaharidi, oligosaharidi in polisaharidi. 
Nereducirajoči sladkorji imajo glikozidno vez med obema anomernima 
ogljikovima atomoma in se zato ne morejo pretvoriti v odprto obliko. Ravno 
obratno pa je v  primeru reducirajočih sladkorjev, saj je le eden od obeh 
anomernih ogljikovih atomov udeležen v glikozidni vezi.  Reducirajoče in 
nereducirajoče sladkorje lahko ločimo tudi tako, da pogledamo anomerni ogljikov 
atom v ciklični obliki. Če je nanj vezana hidroksilna skupina, potem je to 
reducirajoči sladkor. Pri pretvorbi ciklične v aciklično konfiguracijo se ta 
hidroksilna skupina pretvori v keton oz. aldehid. Anomerni ogljik  je prvi 




Slika 4: Ciklizacija glukoze 
1.3. Glikani 
Glikani so zgrajeni iz monosaharidnih enot, ki so povezane v različno dolge in 
razvejane verige z glikozidnimi vezmi. V večini primerih jih v živih organizmih 
najdemo povezane s proteini in lipidi (glikoproteini, glikopeptidi, peptidoglikani, 
glikolipidi). Le tem rečemo glikokonjugati. 
Zanimanje za glikane v analizni kemiji in farmaciji je naraslo z večjim 
razumevanjem uporabnosti glikanov v zdravstvu. Imajo namreč zelo pomembno 
vlogo v veliko različnih bioloških procesih (celično sporazumevanje in 
prepoznavanje). Poznamo veliko različnih glikanov, ki imajo različne lastnosti in 
tako opravljajo različne funkcije. Razlog taki raznolikosti pa je, da se 
monosaharidi lahko povežejo na veliko različnih načinov. Na lastnost glikanov 
vpliva: vrsta prisotnih monosaharidov, razporeditev monosaharidov, vrsta vezave 
(alfa ali beta glikozidna vez), mesto vezave,  razvejanost verige. 
Struktura glikanov je konvencionalno predstavljena z uporabo shematskega 
sistema, kjer je posamezni monosaharid predstavljen s svojo barvo in obliko. 
Na sliki 5 je primer sheme za derivatiziran (z 2-AB) glikan (ang. Di-sialyated- 
galactosylated biantennary complex N-glycan).  
 
Slika 5: Shema glikana in legenda 
Glede na mesto vezave glikana na protein ali drugo organsko molekulo ločimo 
N-, O-, C-, P- in S-glikane. Najpogostejši so N- in O-glikani. N-glikani so z  
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N-glikozidno vezjo pritrjeni na dušikov atom  asparaginskga ostanka (Asn) v 
proteinu. O-glikani so z O-glikozidno vezjo pritrjeni na kisikov atom v Serinskem 
(Ser) ali Treoninskem (Thr) ostanku v proteinu [1]. 
1.3.1. Deglikolizacija 
Za uspešno izvedbo derivatizacije je potrebno predhodno cepiti vez med 
glikanom in proteinom/drugo organsko molekulo. Temu procesu rečemo 
deglikolizacija.   
Deglikolizacija lahko poteka na kemijski ali encimatski način. Izbira postopka je 
odvisna tudi od željene specifičnosti in učinkovitosti. Na sliki 6 so prikazane 
posamezne možnosti [4, 5, 6]. 
 
 
Slika 6: Shema možnosti deglikolizacije 
1.4. Maltodekstrini 
Splošna formula maltodekstrinov je C6nH(10n+2)O(5n+1) 
Maltodekstrini so kompleksna malto, oligo in polisaharidna 
mešanica.  Sintetizirani so z delno hidrolizo škroba s primernimi encimi. 
Pripravljeni so kot bel prašek ali koncentrirana raztopina. 
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V analizni kemiji so maltodekstrini pogosto uporabljeni kot zunanji standard pri 
analizi glikanov. Porazdelijo se glede na velikost in tako dobimo lestev dekstranov 
(ang. dextran ladder). Porazdelitev maltodekstrinov nato primerjamo s 
porazdelitvijo glikanov in tako lahko ocenimo velikost posameznih glikanov. 
Vzorca glikanov in maltodekstrinov morata biti pripravljena na enak način. 
Maltodekstrini so pogosto uporabljeni v industriji hrane in pijače. Komercialno so 
ponavadi karakterizirani z dekstroznim ekvivalentom (DE). Iz DE lahko ocenimo 
marsikatere lastnosti glikanov. Večji kot je večja je njihova higroskopnost, topnost 
v vodi, fluidnost, osmoznost, sladkost, reakcija porjavitve hrane. V nasprotju pa 
manjši kot je bolj imajo lastnosti podobne škrobu, bolj so kohezivni, gostejši, 
oblikujejo film in imajo steklast prehod pri -6 °C (nasičene raztopine) [7, 8]. 
1.4.1. Dekstrozni ekvivalent (DE) 
DE predstavlja celokupno vsebnost vseh prisotnih reducirajočih sladkorjev. 
Vsebnost se izraža relativno na D-glukozo in je preračunana na suho snov. Pri 
čemer upoštevamo, da ima glukoza vrednost 100, popolnoma nehidrolizirani 
škrob ima vrednost DE enako 0 in čista maltoza 50 [7, 8, 9, 10]. 
1.5. Analiza ogljikovih hidratov 
Ogljikovi hidrati so prisotni povsod okoli nas, zato se raziskovalci že dlje časa 
ukvarjajo z njihovo analizo. Njihovo določanje in separacija pa sta zapleteni, 
zaradi njihove strukture in raznolikosti. 
Do sedaj je bilo razvitih že kar nekaj analiznih metod za določevanje ogljikovih 
hidratov.  
V osnovi jih delimo na encimatske, klasične fizikalno-kemijske in separacijske 
metode [2]. 
1.5.1. Kromatografija 
V zadnjih desetletjih se je kromatografija močno razvila, zaradi preprostosti, 
hitrosti, relativno nizke cene in širokega področja uporabe. 
Kromatografija je analitska tehnika, ki jo uporabljamo za ločevanje kemijskih 
substanc v mešanici na posamezne komponente. Po končani separaciji lahko 
komponente natančno analiziramo. Vzorec je raztopljen v mobilni fazi, ki je lahko 
plin, tekočina ali superkritična tekočina. Mobilno fazo nato spustimo čez netopno 
stacionarno fazo. Substance se ločijo, zaradi različne afinitete do mobilne oz. 
stacionarne faze in posledično hitrosti potovanja čez kromatografsko kolono. Cilj 
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kromatografije je, da dosežemo čim boljšo separacijo  v čim krajšem času. To 
storimo s spreminjanjem različnih kromatografskih parametrov (pH, ionska moč, 
pretok in polarnost mobilne faze ter temperatura kromatografske kolone) [11]. 
Kromatografske metode so uporabne za kvalitativno in kvantitativno analizo: 
• Kvalitativna analiza 
V primeru kromatografije nam da kvalitativno informacijo le en parameter - 
retencijski čas (Rt), ki nam pove čas, ki ga analit potrebuje, da prepotuje od 
injektorja do detektorja. Na ta način lahko ugotovimo prisotnost/odsotnost 
posameznih znanih komponent v mešanici. Ponavadi, kot kvalitativno 
informacijo, podajamo relativni retencijski čas, ki je retencijski čas analita 
relativno na retencijski čas reference. Definiran je z enačbo 1  [11]. 
 





• Kvantitativna analiza 
Kvantitativna kromatografija bazira na primerjavi višine/ploščine vrhov analita s 
standardom. Pri kontroliranih pogojih je koncentracija linearno sorazmerna 
višini/ploščini vrha. 
Poznamo več vrst kromatografije: tekočinska, plinska, ionska, afinitivna, itd. V 
nadaljevanju bom opisala le tiste, ki so primerne za analizo ogljikovih hidratov 
(tankoplastna, plinska in tekočinska kromatografija visoke ločljivosti)[11]. 
Tankoplastna kromatografija (TLC) 
TLC se uporablja tako v analizni kemiji (spremljanje poteka reakcije) kot tudi v 
preparativni analizi (čiščenje manjših količin vzorca). TLC je zelo pogosto 
uporabljena tehnika, zaradi njene preprostosti, cene in hitrosti separacije. Njene 
slabosti pa so, da ima visoko mejo detekcije, kromatografski pogoji niso 
nadzorovani (odprt sistem), prostor za separacijo je omejen (kratka stacionarna 
faza) in ni primerna za kvantitativno analizo. TLC deluje tako, kot vse ostale 
kromatografske tehnike: zaradi različne afinitete komponent do mobilne in 
stacionarne faze imajo različno hitrost potovanja. Cilj TLC-ja je dobiti dobro 
definirane in separirane lise. Posamezne komponente lahko identificiramo s 
primerjavo retencijskih faktorjev analita in standarda. Retencijski faktor (Rf) je 
definiran, kot razdalja, ki jo prepotuje analit z razdaljo, ki jo prepotuje topilo. 
Komponenta z večjim Rf-jem je manj polarna. Pri tem moramo imeti iste 
kromatografske pogoje. 
V primeru prisotnosti kromoforja detekcija poteka pod UV svetlobo. Analite, ki 




Plinska kromatografija (GC) 
Vzorec se uplini in injicira na vrhu kromatografske kolone. Za mobilno fazo je 
uporabljen inertni plin (mobilna faza in vzorec ne interagirata). Edina naloga 
mobilne faze je transport analita čez kolono. Stacionarna faza je lahko trdna ali 
tekoča. 
Uporabljamo jo za določevanje hlapnih in termično stabilnih spojin. V primeru 
nehlapnih spojin (ogljikovi hidrati) jih predhodno pretvorimo v hlapne derivate [11, 
13] 
Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC) 
HPLC je najpogosteje uporabljena separacijska tehnika v analizni kemiji. Razlog 
za to je dobra občutljivost, primerna je za analizo nehlapnih in termično 
nestabilnih spojin. Ena izmed možnih klasifikacij HPLC tehnik je delitev na 
adsorpcijsko, gelsko, porazdelitveno in ionsko kromatografijo [11]. 
Instrument HPLC 
Na sliki 7 je prikazana shema instrumenta za HPLC. 
 
Slika 7: Instrument HPLC 
Rezervoarji za mobilne faze in mešalna komora 
Rezervoarji za mobilno fazo so največkrat opremljeni z razplinjevalcem in filtrom. 
Razplinjevalec  odstrani raztopljene pline, ki motijo detekcijo. Na kromatogramu 
jih vidimo kot šum in povzročijo nestabilno bazno linijo. Filter pa manjše delčke. 
Mešalna komora omogoča mešanje več različnih mobilnih faz [11, 14]. 
Črpalni sistem 
Črpalni sistem v HPLC sistemu je postavljen najvišje in generira pretok mobilne 
faze iz rezervoarja. Standardno se uporablja visokotlačne črpalke, ki omogočajo 
konsistenten tlak pri vseh pogojih in kontroliran ponovljiv pretok (med 0,1 do 10 
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mL/min). Črpalni sistem vsebuje generator tlaka in kontrolo pretoka. Črpalke so 
izdelane iz nekorozivnega materiala. 
V sedanjih HPLC instrumentih so najpogosteje uporabljene recipročne črpalke. 
Sestavljene so iz majhne komore v kateri je topilo. Motorni bat se premika naprej 
in nazaj in tako potiska topilo naprej. Na strani sta dva ventila, ki se izmenjujoče 
odpirata in zapirata. Njuna vloga je nadzorovanje pretoka. 
Slabost takih črpalk je, da generirajo pretok v pulzih. To vidimo kot motnjo na 
bazni liniji. Prednosti pa so, da imajo majhen notranji volumen (35 - 400 µL), velik 
izhodni tlak (10000 psi) in omogočajo gradientno elucijo [11, 14]. 
Vzorčevalnik 
Poznamo avtomatske in ročne vzorčevalnike. Opremljeni so z označenimi 
prostorčki, kamor vstavimo viale z vzorcem. Ta prostor je termostatiran, saj 
želimo vzorce hraniti pri temperaturi, kjer so najdlje časa stabilni. 
Po navadi se za injiciranje vzorca na kromatografsko kolono uporablja 
vzorčevalne zanke. Te omogočajo, da vzorec injiciramo na kolono pri visokih 
tlakih. Injiciramo lahko od 5 do 500 µL [11, 14, 15]. 
Kolona 
Analitske kolone za tekočinsko kromatografijo so po navadi izdelane iz 
nerjavečega jekla. V notranjosti je trdna stacionarna faza, ki je izbrana glede na 
to kaj želimo separirati. Pogosto uporabimo tudi predkolono, ki podaljša 
življenjsko dobo analitski koloni, tako da iz topila odstranjuje delce in druge 
kontaminacije [11, 16]. 
Termostat za kolono 
Termostat za kolono je namenjen vzdrževanju konstantne temperature pri 
separaciji. Pri nekaterih analizah lahko s spreminjanjem temperature vplivamo na 
ločljivost [11]. 
Detektor 
Glede na izbrano mobilno fazo in analit moramo izbrati ustrezen detektor, da 
dobimo točne in natančne rezultate. Lastnosti detektorja so karakterizirane z 
mejo detekcije (to je minimalna koncentracija, ki jo lahko detektiramo), 
občutljivostjo (sprememba v signalu na spremembe v koncentraciji), signal/šum 
razmerje (kvaliteta signala detektorja) in dinamično območje (območje 
koncentracije, kjer je signal proporcionalen koncentraciji analita)[14, 16]. 
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1.5.2. Detekcija ogljikovih hidratov 
Za detekcijo ogljikovih hidratov uporabljamo različne detektorje: 
Detektor na lomni količnik (RI detektor) 
RID se pogosto uporablja za detekcijo ogljikovih hidratov, saj le ti nimajo 
ustreznih kromoforjev, da bi jih lahko detektirali z drugimi detektorji (UV-Vis, 
fluorescenčni detektor). Detektor meri razliko v refraktivnih indeksih eluenta 
relativno na mobilno fazo. Večja kot je razlika večji bo signal. 
RID je univerzalen, neodvisen od pretoka in zanesljiv detektor, ki se odziva na 
skoraj vse topljence. Njegove slabosti pa so, da ima visoke meje detekcije, ne 
moremo ga uporabiti pri gradientni eluciji in je neselektiven, prav tako pa je tudi 
občutljiv na spremembo temperature [11, 16]. 
Ultravijolični in vidni detektor (UV-Vis) 
Najpogosteje uporabljeni detektorji pri HPLC so fotometri, bazirani na absorbciji 
ultravijolične ali vidne svetlobe. UV-Vis detektorji lahko detektirajo širok spekter 
spojin, ki absorbirajo svetlobo valovne dolžine med 190 nm in 600 nm. 
Koncentracija analita v pretočni celici je linearno proporcionalna absorbirani 
svetlobi, kot to opisuje Beerov zakon. Beerov zakon je opisan z enačbo 2. 
 𝐴 =  ɛ 𝑥 𝑐 𝑥 𝑙 (2) 
A......absorbanca 
ɛ.......molarni absorbcijski koficient [M-1cm-1] 
c.......molarna koncentracija [M] 
l........dolžina poti svetlobe [cm] 
Večina ogljikovih hidratov in organskih topil absorbira svetlobo valovne dolžine, 
ki je manjša od 200 nm, zato v večini primerih UV-Vis detekcije ne moremo 
uporabiti. Lahko pa ogljikove hidrate z ustrezno reakcijo pretvorimo v ustrezne 
derivate. 
Celoten kromatogram je lahko posnet pri eni valovni dolžini svetlobe. V primeru, 
da so vrhovi zadostno časovno ločeni, pa lahko kromatogram posnamemo tudi 
pri različnih valovnih dolžinah [11, 16, 17]. 
Optični detektor s sipanjem svetlobe (ELSD) 
Detektor je primeren za nehlapne ali delno hlapne analite. 
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Eluent iz kolone gre v razprševalec, kjer se pretvori v drobne kapljice s pomočjo 
dušika. Drobne kapljice nato odnese v segreto cevko, kjer pride do izparevanja 
mobilne faze. Ostanejo le še delčki analita (suspendirani v nosilnem plinu) in pare 
mobilne faze. Laserski žarek gre čez delčke analita in se ob tem razprši. 
Razpršeno svetlobo merimo pod kotom 90° ali 120°  s foto detektorjem. 
Prednost tega detektorja je, da se odziva na skoraj vse nehlapne analite, lahko 
se ga uporabi tudi pri gradientu, poleg tega pa je neodvisen od spreminjanja 
temperature in pretoka. Pogoj za uporabo je mobilna faza, ki je popolnoma 
hlapna. 
Ta detektor se je izkazal za zelo primernega pri detekciji ogljikovih hidratov, 
zaradi nizke hlapnosti ogljikovih hidratov in zmožnosti uporabe gradienta za 
separacijo kompleksnih mešanic [11, 16]. 
Korona detektor (CAD) 
Detektor je primeren za nehlapne ali delno hlapne analite. 
Eluent iz kolone gre v razprševalec, kjer se pretvori v drobne kapljice s pomočjo 
dušika. Drobne kapljice nato odnese v segreto cevko, kjer pride do izparevanja 
mobilne faze. Ostanejo le še delčki analita. Ob prehodu sekundarnega toka 
dušika čez visoko napetostno platinasto korono dobimo dušikove ione. Ko pridejo 
v stik z analitom se naboj prenese. Naboj analita je nato izmerjen s pomočjo 
visoko občutljivega elektrometra, ki generira signal neposredno proporcionalen 
koncentraciji analita [18]. 
Fluorescenčni detektor (FLD) 
V FDL svetloba specifične valovne dolžine vzbudi analit v pretočni celici. Le ta 
nato fluorescira/emitira svetlobo druge valovne dolžine, ki jo detektiramo. 
Sestavni deli in delovanje FLD 
Najpogosteje je vir vzbujevalne svetlobe ksenonova žarnica, ki lahko emitira 
svetlobo valovne dolžine med 200 nm do 900 nm. Kot vir svetlobe pa se uporablja 
tudi živosrebrne parne žarnice, laserje in LED diode. 
Svetloba gre nato čez ekscitacijski monokromator. Njegova naloga je, da prepusti 
le svetlobo določene valovne dolžine in jo usmeri skozi pretočno celico, kjer je 
mobilna faza z vzorcem. Monokromator je lahko nastavljen tako, da skenira po 
celem spektru. Ta tehnika je uporabna, ko želimo določiti najbolj optimalno 
vzbujevalno in emisijsko/merjeno valovno dolžino, v primeru da te lastnosti niso 
podane že v literaturi. 
Pretočna celica ni preveč robustna. Tipični tlaki, ki jih prenese, so med 3 in 35 
bar (40 – 500 psi). 
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Monokromator  na emisijski strani je postavljen pravokotno na pretočno celico in 
prepušča svetlobo le določene valovne dolžine. Fotodetektor je prav tako 
postavljen pod kotom 90 ° glede na vzbujevalni žarek, saj tako 
odstranimo  interference in minimiziramo vpliv razpršene svetlobe. Poleg tega pa 
se efektivnost detekcije ne zmanjša, saj vzbujene molekule fluorescirajo svetlobo 
v vse smeri. Na sliki 8 je prikazana shema fluorescenčnega detektorja [11, 16, 
19, 20]. 
 
Slika 8: Shema fluorescenčnega detektorja 
Lastnosti fluorescenčnega detektorja 
Selektivnost 
Fluorescenčni detektor je zelo selektiven, saj detektira le spojine, ki fluorescirajo.  
Ta selektivnost omogoča detekcijo molekul tudi ob prisotnosti interferenc, kar v 
primeru UV-Vis detektorja ni mogoče. Spojine, kot so ogljikovi hidrati, same po 
sebi ne fluorescirajo, zato jih s primernimi reagenti pretvorimo v ustrezne 
derivate. 
Občutljivost 
Za večino analitov lahko detektiramo zelo majhne koncentracije (ppb), zato za 
analizo potrebujemo majhno količino vzorca. Občutljivost je 1000 do 500 000 krat 
boljša kot v primeru spektrofotometričnega detektorja. 
Preprosta in hitra uporaba 
Zaradi dobre selektivnosti in občutljivosti večinoma ne potrebujemo predhodno 




Fluorescenca je radiacijski prehod (oddaja fotona) iz najnižjega nivoja S1 (1. 
vzbujeno singletno elektronsko stanje) v nivo S0 (osnovno singletno elektronsko 
stanje), kar ponazarja slika 9. 
 
Slika 9: Energijski prehodi 
Emisijski spekter se pojavi pri višjih valovnih dolžinah (nižja energija) kot 
absorpcijski spekter (višja energija). Spektra sta približno zrcalna. Izbrana 
valovna dolžina vzbujevalne svetlobe vpliva le na intenziteto emitirane svetlobe, 
oblika spektra pa ostane enaka [21]. 
Spojine, ki fluorescirajo 
Fluorescirajo toge molekule pri katerih je, zaradi strukture, omejena zmožnost oz. 
hitrost relaksacije iz vzbujenega v osnovno stanje na druge (neradiacijske) 
načine (aromatske spojine, zlasti povezani obroči, nekatere alifatske spojine z 
večimi konjugiranimi dvojnimi vezmi). Takih spojin je zelo malo, znanih je le okrog 
10 %. 
Fluorescenca je odvisna tudi od: 
• viskoznosti topila – bolj kot bo topilo viskozno, večja bo intenziteta 
 fluorescence; 
• temperature – večja kot bo temperatura, manjša bo intenziteta 
 fluorescence [19, 21]. 
Izračun koncentracije 
Intenziteta fluorescence je enaka ploščini vrha na kromatogramu, ki pa je 
sorazmerna koncentraciji analita v vzorcu. Pri tem mora biti intenziteta vpadne 
svetlobe konstantna. Enačba 3 velja samo pri nizkih koncentracijah (2,303*A < 
0,05) [19, 21]. 
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 𝐹 = 𝐾 𝑥 𝑐 (3) 
F .... intenziteta fluorescence [število*min] 
K .... sorazmernostni faktor [število*min*L/mol] 
c...... koncentracija analita v vzorcu [mol/L] 
A......absorbanca  
1.5.3. Derivatizacija ogljikovih hidratov 
Ogljikove hidrate je težko detektirati s tradicionalnimi analiznimi tehnikami, saj ne 
vsebujejo kromoforjev. S kemijsko derivatizacijo jih zato pretvorimo v spojine, ki 
jih je možno detektirati in to s povečano občutljivostjo in selektivnostjo. 
Derivatizirane skupine v ogljikovih hidratih so karbonilne (aldehidi in ketoni) na 
reducirajočem koncu, ter hidroksilne, proste aminske in karboksilne skupine v 
kislih saharidih. 
Poznamo pred- in post-kolonsko derivatizacijo. V primeru post-kolonske je vzorec 
injiciran direktno v HPLC. Po separaciji pa so uporabljene različne kolorimetrične 
metode. V tem primeru mora biti reakcija derivatizacije hitra. V primeru pred-
kolonske derivatizacije pa reakcijo izvedemo, preden vzorec injiciramo na  HPLC 
kolono. V tem primeru ni nujno, da je reakcija hitra. 
Ogljikove hidrate lahko derivatiziramo z reakcijo reduktivnega aminiranja, 
Mihaelovo adicijo, s hidrazinom ali s permetiliranjem. Po derivatizaciji je v večini 
primerov potrebno presežni reagent odstraniti. Najpogosteje se za ta namen 
uporablja SPE in velikostno-izključitveno kromatografijo [6, 16, 22].  
Reduktivno aminiranje karbonilne skupine 
Reduktivno aminiranje karbonilne skupine  je zelo pogosta shema derivatizacije 
ogljikovih hidratov in poteka v dveh stopnjah. Ogljikovi hidrati, ki imajo prost 
reducirajoč konec, so v ravnotežju med ciklično in aciklično obliko. V prvi stopnji 
dušikov atom označevalca (nukleofil) reagira s karbonilnim ogljikovim atomom 
reducirajočega konca ogljikovega hidrata (elektrofil). Nastane iminski derivat, ki 
se reducira v stabilnejši sekundarni amin z reducentom (natrijevi cianoborohidrid 
ali triacetoksiborohidrid) pod milimi kislimi pogoji. Najbolj pogosti označevalci so: 
antranilna kislina (2-AA), 2-aminobenzamid (2-AB) aminopiridin, aminonaftalen 
sulfonska kislina in aminobenzen. Nastali označeni derivati so vidni z UV in 
fluorescenčnim detektorjem. Velika prednost tega označevanja je, da se na vsak 
ogljikov hidrat (z reducirajočim koncem) veže en označevalec, kar omogoča 
direktno kvantifikacijo. Na sliki 10 je primer take reakcije med glikanom in 2-




Slika 10: Reduktivno aminiranje glikana z označevalcem 2-AB 
2-AB lahko vzbujamo s svetlobo valovne dolžine med 200 in 450 nm, maksimum 
absorpcije pa ima pri 330 nm. Emisijsko območje ima med 300 in 750 nm, z 
maksimumom pri 420 nm [23].  
1.5.4. Ekstrakcija na trdo fazo (SPE) 
SPE je zelo pogosto uporabljena tehnika pri pripravi vzorca (čiščenje, 
koncentriranje). Gre za porazdelitev raztopljenih komponent med dve fazi - 
tekoča faza (medij v katerem je raztopljen vzorec) in trdna faza 
(adsorbent).  Aparatura za SPE je sestavljena iz  inertne kolone v kateri je 
sorbent, ki je izbran glede na to kaj imamo v vzorcu. Vzorec počasi teče čez SPE 
kolono ali disk. Adsorbent selektivno zadrži izbrane komponente iz raztopine 
vzorca. Raztopini čez kolono pomagamo s procesorjem v obliki brizge (ang. 
syringe tube processor) s katerim ustvarjamo nadtlak. Lahko pa tudi na spodnjem 
delu kolone ustvarimo vakuum s črpalko. Željeni cilj SPE je odstraniti prisotne 
interference. 
Glede na to, kaj imamo v vzorcu (analit, interference,...) si izberemo primerno 
stacionarno fazo. V grobem poznamo reverzno, normalno in ionsko-izmenjevalno 
stacionarno fazo [26]. 
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1.5.5. Mehanizmi ločevanja ogljikovih hidratov pri HPLC 
Pri ločevanju ogljikovih hidratov s HPLC se poslužujemo različnih separacijskih 
mehanizmov: 
Reverzno fazni princip (RP) 
Stacionarna faza je nepolarna, po navadi sestavljena iz alkilnih ali arilnih skupin, 
ki so vezane na delce silike. Polarna mobilna faza je sestavljena iz mešanice 
vode ali pufra in organskega topila (metanol, propanol, acetonitril, 
tetrahidrofuran). Ta vrsta kromatografije se uporablja za ločevanje polarnih, 
nepolarnih in nabitih spojin. 
Direktna analiza ogljikovih hidratov z uporabo RP kromatografije je težka, zaradi 
njihove velike polarnosti. Za boljšo retencijo in separacijo se zato poslužujemo 
derivatizacije [13 14]. 
Normalno fazni princip (NP) 
Pri NP kromatografiji je stacionarna faza polarna, mobilna faza pa je manj polarna 
ali hidrofobna. Stacionarna faza so na  delce silike vezane ciano, diol ali amino 
skupine. Kot mobilna faza se ponavadi uporablja heksan, etil acetat in kloroform, 
v kombinaciji s propanolom in metanolom. V nasprotju z reverzno fazno 
separacijo se tu dlje časa zadržujejo bolj polarne spojine. Ta vrsta kromatografije 
se uporablja za ločevanje komponent, ki so občutljive na vodo, geometrijskih 
izomerov, cis-trans izomerov in kiralnih komponent.  
V primeru analize ogljikovih hidratov pa je ta vrsta kromatografije omejena na 
glikolipide in hidrofobne derivate ogljikovih hidratov [14, 16]. 
Hidrofobno interakcijska kromatografija (HIC) 
V primeru HIC je stacionarna faza nekoliko bolj hidrofilna kot v primeru reverzne 
faze. Hidrofobni ligandi (kratke alkilne, fenilne, polieterske in glikolne molekule) 
so vezani na hidrofilno površino. Hidrofilni deli na površju stacionarne faze se 
hidratirajo ob prisotnosti vodne mobilne faze. Pod temi pogoji glikoproteini 
interagirajo z obema stranema (hidrofilno in hidrofobno) [16]. 
Hidrofilno interakcijska tekočinska kromatografija (HILIC) 
Pri HILIC se uporablja podobna stacionarna faza kot v primeru NP kromatografije. 
Kot mobilno fazo se uporablja organsko topilo v kombinaciji z vodo (do 40 %). 
Kot organsko topilo se, poleg acetonitrila, uporablja tudi etil acetat, aceton in 
metanol. Pri HILIC pogojih voda nastopa kot močnejši eluent, tako večja količina 
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vode zmanjša retencijo analitov. Polarne in ionizirane molekule se bolj 
zadržujejo. 
V primeru uporabe HILIC pri separaciji nesubstituiranih ogljikovih hidratov je 
pogosta uporaba modificirane stacionarne faze (na silika delce vezane ciano ali 
diolne skupine), saj je sama silika stacionarna faza preveč polarna. Tak sistem 
se uporablja za ločbo mono-, di- in oligosaharidov do 20 enot [16]. 
Anionsko-izmenjevalna kromatografija (AEC) 
AEC je popularna pri analizi ogljikovih hidratov. Separira negativno nabite ione 
na podlagi različne afinitete do kationske stacionarne faze in vodne mobilne faze. 
Natrijev hidroksid in natrijev acetat sta uporabljena v mobilni fazi za kontrolo pH 
in ionske moči. Pri visokih pH-jih za stacionarno fazo uporabljamo zamrežene 
polistirene modificirane z terciarnim aminom. 
Z AEC se lahko ločujejo kisli saharidi (sialne kisline, uronske kisline, sulfated 
saharidi) in negativno nabiti glikoproteini. Pri visokem pH (12 do 14) se hidroksi 
skupine v ogljikovih hidratih deprotonirajo in jih prav tako lahko separiramo z AEC 
[16]. 
Velikostno izključitvena kromatografija (SEC) 
SEC je najpogosteje uporabljena tehnika za analizo polisaharidov. Pri velikostno 
izključitveni kromatografiji se polisaharidne molekule ločijo glede na velikost. 
Mobilna faza potuje skozi porozno stacionarno fazo. Njena hitrost je odvisna od 
njene poti. Hitrost MF je večja, če ne gre v pore delcev. Majhne molekule 
difundirajo v notranjost majhnih por, tako se zmanjša njihova povprečna hitrost. 
Velike molekule pa ne morejo vstopiti v majhne pore. Tako se pri SEC najprej 
eluirajo večje molekule in kasneje manjše. 
Mobilna faza mora biti izbrana tako, da je vzorec v njej dobro topen, ne povzroči 
velikega nabrekanja polimerne verige na stacionarni fazi in mora preprečevati 
interakcije analita in stacionarne faze. V primeru ogljikovih hidratov se po navadi 
uporablja mobilna faza z visoko ionsko močjo [16]. 
Kromatografija z mešanimi režimi (MMC) 
MMC postaja vedno bolj popularna v farmacevtskih in biofarmacevtskih 
aplikacijah, zaradi njene dobre selektivnosti in zmožnosti retencije veliko različnih 
spojin (še posebej polarnih in nabitih). Namen kromatografje z mešanimi režimi 
je uporaba več različnih retencijskih mehanizmov v eni koloni. Tako dobimo veliko 




Večina stacionarnih faz je sestavljenih iz rigidnega matriksa (silika gel ali polimeri) 
na katerega so pripete specifične funkcionalne skupine (npr. alkilne verige C18, 
diol,...). Po navadi analiti v vzorcu interagirajo različno z matriksom in pripetimi 
funkcionalnimi skupinami [28]. 
1.5.6. Pomembni parametri v kromatografiji 
Kapacitivni faktor (k´) 
Kapacitivni faktor označimo s k´ in nam pove porazdelitev komponente med 
stacionarno in mobilno fazo. Izračunamo ga po enačbi 4. V enačbi t0 predstavlja 
čas, ki je potreben za prehod mobilne faze od injektorja do detektorja skozi 
kromatografsko kolono. T je specifičen za posamezno komponento in predstavlja 
čas, ki ga določena komponenta potrebuje za prehod enake poti. 
 





Idealno si v praksi želimo kapacitivni faktor nekje med 1 in 5 [11]. 
Število teoretskih podov (N) 
Število teoretskih podov nam pove kolikokrat se topljenec porazdeli med 
stacionarno in mobilno fazo. Izračunamo ga po enačbi 5. V enačbi L predstavlja 
dolžino kromatografske kolone, H pa višino teoretskega poda [11]. 
 






Ločljivost (Rs) nam podaja zmožnost kolone za separacijo dveh spojin. Dva 
vrhova sta kvantitativno ločena, če je ločljivost med njima večja ali enaka 1,5. 
Ločljivost izračunamo po enačbi 6. S Rt je označen retencijski čas vrha, z W pa 
širina vrha na bazni liniji [11]. 
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2. NAMEN DELA 
Namen magistrskega dela je razviti postopek priprave vzorca in kromatografsko 
metodo za kvantifikacijo N-glikanov, označenih z 2-AB, s fluorescenčno 
detekcijo. Postopek priprave vzorca in kromatografsko metodo bom razvijala na 
maltodekstrinih, glukozi in maltozi. Na glukozi in maltozi bom izvedla tudi 
validacijo SPE. Pripravo vzorca bom nato z dodatno stopnjo deglikolizacije 
aplicirala na realni vzorec glikoproteinov (HUMIRA). Separacijo maltodekstrinov 
bom preverila na treh kolonah. Dve bosta koloni z mešanimi separacijskimi režimi 
(Thermo Scientific, GlycanPac AXR-1. 2,1 x 150 mm, 3 µm in Thermo Scientific, 
GlycanPac AXH-1. 2,1 x 150 mm, 3 µm) ena pa bo kolona, ki za separacijo 
uporablja HILIC princip (Waters, Acquity UPLC (R) BEH AMIDE 1,7 µm, 2,1 x 
100 mm). Na koncu bom razvito kromatografsko metodo aplicirala še na vzorec 
N-glikanov in jo validirala na najbolj ustrezni koloni. Preverila bom ponovljivost, 
BIAS, izkoristek SPE, selektivnost, linearno območje, mejo detekcije in 
kvantifikacije ter robustnost. V primeru, da bo metoda ustrezna, bom analizirala 








3. EKSPERIMENTALNI DEL 
Eksperimentalno delo sem izvajala na Fakulteti za kemijo in kemijsko tehnologijo 
Ljubljana na Katedri za analizno kemijo. 
3.1. Inventar 
3.1.1. Kemikalije, reagenti,  standardi in vzorci 
Tekom eksperimentalnega dela sem uporabljala sledeče standarde, vzorce, 
kemikalije in reagente za pripravo raztopin: 
Standardi 
Tabela 1: Standardi 1 
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Tabela 2: Standardi 2 
 
Vzorci 










D-(+) - glukoza, 
brezvodna
705007 Kemika 180,16 trdno /




Fluka 360,32 trdno ≥ 99
Ime Znamka LN
Maltodextrin Myprotein /
HUMIRA 40 mg/0,4 mL; raztopina za injiciranje v naponjeni injekcijski brizgi AbbVie Ltd 88403XH12
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Reagenti in kemikalije 
Tabela 4: Reagenti in kemikalije 
 
Priprava topil 
• DMSO : ledocetna kislina = 7 : 1 (V/V) 
Natančno sem odpipetirala 14 mL DMSO in 2 mL ledocetne kisline in dobro 
premešala. 
• ACN : MiliQ = 9 : 1 (V/V) 
Z merilnim valjem sem natančno nalila 45 mL acetonitrila in 5 mL prečiščene 
vode za kromatografijo, MiliQ. 
• ACN : MiliQ = 7 : 3 (V/V)  
Z merilnim valjem sem natančno nalila 35 mL acetonitrila in 15 mL prečiščene 
vode za kromatografijo, MiliQ. 
• Kalibracijsko topilo ACN : 0,1 mM NaOH = 9 : 1 (V/V)  









Acetonitril (ACN) Fisher scientific 1913673 ≥ 99,9 % 41,05 /




Amonijev format Sigma-aldrich BCCC8074 ≥ 99,9 % 63,06 1,26 (25 °C)
2-antrahilamid (2-AB) Sigma-aldrich WXBC8559V  ≥ 98 % 136,15 /
Natrijev cianoborohidrat Sigma-aldrich STBH8290 95% 62,84 /
Mravljična kislina Honeywell/Fluka I1850 ≥ 98 % 46,03 1,22 (20 °C)
Ocetna kislina Gram mol P150501 ledocetna 60,05 1,052
Tris (hidroksimetil) aminometan Kemika 1930809 ≥ 99,5 % 121,14 /
Etilendiamintetraocetna kislina Fluka 1413117 ≥ 98 % 292,24 /
Natrijev klorid Merck K51809104946 za analize 58,44 /
Natrijev hidroksid Merck B1681698920 za analize 40,00 /




W190219 / / /
Raztopina inkubacijskega pufra 
(100 mM natrijev fosfat, 0,1 % 
natrijev azid, pH = 7,5)
Agilent 
Technologies
W190217 / / /
Denaturacijska raztopine (2 % 
SDS, 1 M β-mercaptoetanol)
Agilent 
Technologies
W200060 / / /
Etanol Honeywell/Fluka I284JS ≥ 99,8 % 46,00 /
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V 50 mL bučko sem do polovice nalila prečiščeno vodo za kromatografijo, MiliQ 
in natančno natehtala 0,2 g NaOH. Počakala, da se je vse raztopilo, in dopolnila 
do oznake volumna. Pripravljeno raztopino redčim še 1000 krat. 
Odpipetirala sem 18 mL ACN in 2 mL pripravljene raztopine 0,1 mM NaOH. 
Raztopino sem dobro premešala. 
• Mobilna faza A (0,1 M amonijev format, pH = 4,5): 
V 2 L čašo sem nalila približno 800 mL prečiščene vode za kromatografijo, MiliQ 
in natančno natehtala približno 12,6 g amonijevega formata. To sem dobro 
premešala, tako da se je vse raztopilo. S koncentrirano mravljično kislino sem 
nastavila pH na 4,5. Raztopino sem prelila v 1 L merilno bučko in dopolnila do 
oznake volumna. 
• 20 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, 1mM EDTA, pH = 7,5  
V 100 mL merilno bučko sem do polovice oznake nalila MiliQ. Nato sem natančno 
natehtala približno 0,24 g Trisa, 0,29 g NaCl in 29 mg EDTA. Raztopino sem 
dobro premešala, da se je vse raztopilo in dopolnila do oznake volumna.  
3.1.2. Kromatografske kolone 
V sklopu eksperimentalnega dela sem uporabljala naslednje kromatografske 
kolone:  
• Thermo Scientific, GlycanPac AXR-1. 2,1 x 150 mm, 3 µm (PN: 088251, 
SN: 001055, LN: 01425075) 
• Thermo Scientific, GlycanPac AXH-1. 2,1 x 150 mm, 3 µm (PN: 082470, 
SN: 001048, LN: 00604108) 
• Waters, Acquity UPLC (R) BEH AMIDE 1,7 µm, 2,1 x 100 mm Column 
(PN: 186004801, SN: 0104191321CC 02) 
3.1.3. Kromatografski sistem in programska oprema 
Eksperimente sem izvedla na HPLC instrumentu: Dionex, UltiMate 3000, 
UHPLC: 
• Gradientna črpalka: Pump LPG-3400SD 
• Avtomatski vzorčevalnik: Sampler WPS-3000 SplitLoop 
• Grelec za kolono: Col. Comp. TCC-3200 
• Detektor: fluorescenčni detektor PCM 3000 
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Za obdelavo kromatografskih podatkov sem uporabljalia programsko opremo 
Chromeleon 7 Chromatography Data System, Version 7.2 SR4. Tekom 
eksperimentalnega dela sem uporabljali tudi programsko opremo MarvinSketch, 
Suger Sketcher, Paint, Inkscape ter Microsoft Office Excel. MarvinSketch je 
napredni kemisjki program za risanje kemijskih struktur in reakcij. Suger Sketcher 
pa je kemijski program za risanje shem glikanov. Paint in Inkscape sta programa 
za risanje in oblikovanje slik. 
3.1.4. Aparature in laboratorijski pribor 
Tekom eksperimentalnega dela sem uporabljala sledeče instrumente, 
pripomočke in steklovino: 
• Analitska tehtnica; Mettler Toledo, XP205 
• Tehtnica; Entris 
• Avtomatske pipete; Transferpette® 
• Laboratorijska steklovina 
• Sušilnik; Kambič 
• pH meter, Mettler Toledo 
• Single Sample Processor; VisiTM - 1 SPE, 57080-U 
• Magnetno mešalo 
• SPE kolone: Discovery DSC- NH2 (3 mL tube, 500 mg) (LN:    SP7478A) 
• SPE kolone: Discovery DSC- NH2 (1 mL tube, 50 mg) (LN: 11967101) 
• Vortex: Yellow line 
• Plastične epice 1,5 mL 
• Grelni blok: IKA RCT basic 
3.2. Priprava raztopin 
3.2.1. Priprava raztopin standardov 
Standarde sem prejela v koničnih vialicah v količini 100 pmol. V vialo sem 
natančno odpipetirala 100 µL prečiščene vode za kromatogarfijo, MiliQ. Dobro 
premešala in centrifugirala, da je šla vsa raztopina na dno viale. V drugo vialo 
sem odpipetirala 70 µL ACN, dodala 10 µL vodne raztopine glikanov in 20 µL 
prečiščene vode za kromatografijo, MiliQ in dobro premešala. Koncentracija 
standarda v pripravljeni raztopini je bila približno 0,1 pmol/ µL. 
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3.2.2. Priprava realnega vzorca glikoproteinov (HUMIRA) 
Za vzorec sem si izbrala zdravilo Humira (adalimumab) 40 mg/ 0,4 mL. Prejela 
sem ga v obliki bistre raztopine v injekcijski brizgi. To je biološko zdravilo iz 
skupine humanih monoklonskih protiteles, ki veže in inaktivira TNF-alfa. 
Za ustrezno analizo glikanov v vzorcu glikoproteinov sem morala izvesti 
deglikolizacijo, derivatizacijo sproščenih glikanov in odstranitev presežnega 
označevalca 2-AB s SPE. 
Deglikolizacija 
V epico sem dodala 30 µL inkubacijskega pufra in 5 µL raztopine Humire (to je 
približno 500 µg glikoproteinov). Raztopino sem vorteksirala in centrifugirala. 
Nato pa dodala še 2,5 µL denaturacijske raztopine.  Raztopino sem  ponovno 
vorteksirala in centrifugirala. 
V naslednjem koraku sem glikoproteine denaturirala s segrevanjem na 100 °C na 
termobloku za 15 minut. Nastala je bela oborina. Pustila sem, da se je reakcijska 
mešanica ohladila na sobno temperaturo. 
Dodala sem 2,5 µL raztopine detergenta, vorteksirala in centrifugirala. V 
reakcijsko mešanico sem dodala 10 µL 10 krat redčene N-Glycanase-PLUS, 
vorteksirala in centrifugirala, ter inkubirala na 37 °C  20 ur na termobloku. 
N-Glyacanase-PLUS sem 10 krat redčila z 20 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, 1 mM 
EDTA, pH = 7,5. 
Derivatizacija 
V epico sem odpipetirala 200 µL topila DMSO : ledocetna kislina = 7 : 1 in 
natančno natehtala približno 10 mg označevalca (2-AB) in 12 mg reducenta 
(natrijev cianoborohidrat). To sem vorteksirala in centrifugirala. Raztopino sem 
nato približno 3 ure segrevala na 65 °C na termobloku. 
Po končani derivatizaciji sem v epico dodala 500 µL topila ACN : 0,1 mM NaOH 
= 9 : 1. Nato sem raztopino dobro premešala in segrevala na 100 °C ob toku 





Uporabila sem 50 mg/1 mL aminopropilske SPE kolone. 
• Kondicioniranje: 1 mL ACN 
• Ekvilibriranje: 1 mL 9 : 1 = ACN : 0,1 mM NaOH 
• Nanos vzorca: vzorec raztopljen v 1 mL 9 : 1 = ACN : 0,1 mM NaOH 
• Čiščenje: 10 krat 1 mL ACN 
• Elucija: 2 krat po 0,5 mL prečiščene vode MiliQ 
Frakcije sem lovila v epice. V frakcijo elucija sem dodala 300 µL ACN in 
koncentrirala na koncentratorju (T = 60 °C) do suhega. Suhemu preostanku sem 
dodala 9 µL prečiščene vode MiliQ in 21 µL ACN, vorteksirala in centrifugirala. 
Raztopino sem nato prenesla v konično vialo in injicirala. Koncentracija 
»glikoproteinov« v konični viali je približno 0,44 pmol/ µL. 




3.3. Kromatografski pogoji 
Kolona: Thermo, GlycanPac AXH 3 µm, 2,1 x 150 mm 
Temperatura kolone: 30 °C 
Injiciranje: 10 µL vzorca + spiranje aparature s 50 % ACN, kot omogoča aparatura 
Temperatura avtomatskega vzorčevalnika: 12 °C 
Pretok mobilne faze: 0,2 mL/min 
Vzbujevalna valovna dolžina: 330 nm 
Merjena valovna dolžina: 420 nm 
Tabela 5: Gradient (AXH_6f_2_4_1) mobilne faze v odvisnosti od časa. 
 
Mobilna faza A: 0,1 M amonijev format, pH 0 4,5 
Mobilna faza B: ACN 
Mobilna faza C: voda prečiščena za kromatografijo, MiliQ 
 
  
Čas [min] A [%] B [%] C [%]
0 13 80 7
4 13 80 7
6 18 75 7
26 23 70 7
34 33 60 7
37 33 60 7
39 13 80 7
53 13 80 7
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1. Razvoj kromatografske metode za določevanje 
reducirajočih sladkorjev v maltodekstrinih 
4.1.1. Priprava raztopine vzorca maltodekstrinov 
Za vzorec sem si izbrala maltodekstrine, ki se jih v analizni kemiji uporablja kot 
zunanji standard pri analizi glikanov.  Poleg tega pa so cenovno lažje dostopni 
kot glikani [7, 8].  
Derivatizacija 
Maltodekstrini nimajo ustreznih kromoforjev, da bi jih lahko direktno detektirala s 
fluorescenčnim detektorjem, zato sem jih derivatizirala. Odločila sem se za 
predkolonsko derivatizacijo z 2-AB, ki je zelo občutljiv in tvori stabilen kompleks 
z ogljikovimi hidrati. Pri pripravi vzorca in derivatizaciji sem sledila postopku iz 
članka [28].  
Postopek 
V 10 mL merilno bučko sem natančno natehtala približno 20 mg maltodekstrinov 
in dopolnila s topilom DMSO : ledocetna = 7 : 1 do ¾ volumna merilne bučke. To 
sem dobro premešala, da se je vse raztopilo in dopolnila do oznake merilne 
bučke (približno 2 mg maltodextrinov/mL). 
Nato sem v epico natančno natehtala približno 25 mg označevalca (2-AB) in 
približno 30 mg reducenta (natrijev cianoborohidrat) in dodala 500 µL raztopine 
maltodekstrinov. To sem dobro premešala in počakala, da se je vse raztopilo. 
Raztopino sem nato približno 3 ure segrevala na 65 °C. 
Ekstrakcija na trdo fazo (SPE) 
Pri derivatizaciji sem uporabila velik presežek označevalca 2-AB. To lahko moti 
separacijo in kvantifikacijo, zato sem vzorec predhodno očistila s SPE. 
S pomočjo literature sem se odločila za SPE kolono, ki ima polimerno zamreženo 
aminopropilno fazo. Za ekstrakcijo polarnih analitov uporablja ionsko 
izmenjevalni (šibek anionski izmenjevalec) in pa NP princip. V splošnem se 
uporablja za NP ekstrakcijo polarnih spojin in za ekstrakcijo organskih kislin, 
šibkih anionov in ogljikovih hidratov z anionsko  izmenjavo  [25, 26, 29, 30, 31]. 




Slika 11: Sorbent aminopropil 
Za začetek sem izrisala porazdelitvene diagrame, ki prikazujejo delež 
posamezne zvrsti označevalca in kompleksa pri določeni pH-vrednosti. Graf 1 
prikazuje delež posamezne zvrsti kompleksa v odvisnosti od pH vrednosti medija. 
 
Graf 1: Delež posamezne zvrsti v odvisnosti od pH-vrednosti za označen glikan z 2-AB 
V območju pH od približno 0 do 2 prevladuje pozitivno nabita zvrst (svetlo modra). 
V območju od približno 4 do 12 pa nevtralna zvrst (temno modra barva).  
Graf 2 prikazuje delež posamezne zvrsti označevalca 2-AB v odvisnosti od pH 
vrednosti medija. V območju pH od približno 0 do 2 prevladuje pozitivno nabita 





Graf 2: Delež posamezne zvrsti v odvisnosti od pH-vrednosti za 2-AB 
Iz grafov je razvidno, da sta tako za 2–AB kot kompleks pri nižjem pH-ju (od 0 do 
2) pozitivno nabita, pri pH-ju med 4 in 13 pa sta nevtralna. Zaradi enakega 
naboja, se ne bo možno poslužiti anionske izmenjevalne funkcije SPE kolone. 
V nadaljevanju sem zato poizkusila s HILIC principom. Izbrala sem si pH pri 
katerem sta 2–AB in kompleks v večji meri nevtralna (pH = 10).  
Postopek SPE 
• Kondicioniranje: 3 mL ACN 
• Ekvilibriranje: 3 mL 9 : 1 = ACN : 0,1 mM NaOH 
• Nanos vzorca: 60 µL vzorca + 2940 µL 9 : 1 = ACN : 0,1 mM NaOH 
• Čiščenje: 3 mL ACN 
• Elucija: 2 krat po 1,5 mL prečiščene vode za kromatografijo, MiliQ 
Derivatizirane glikane sem dobila v frakciji elucija. Raztopino sem že med SPE 
redčila približno 50 krat (60 µL raztopine maltodekstrinov eluiram v 3000 µL 
topila). Po končani ekstrakciji sem raztopino redčila še 2 krat (500 µL raztopine v 
500 µL ACN). Redčila sem z ACN, da sem se čimbolj izognila vplivu topila pri 
separaciji. Vzorec, ki sem ga injicirala na kromatografsko kolono (n ≈ 100 pmol) 
je bil raztopljen v topilu 1 : 1 = MQ : ACN. 
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V kateri frakciji (nanos, čiščenje, elucija) sem dobila kompleks in kje označevalec 
sem preverila z injiciranjem vseh treh frakcij. Uporabila sem metodo 
Maltodekstrini_HILIC_v1 in kolono BEH Amide. Primerjava kromatogramov vseh 
treh frakcij (nanos vzorca, čiščenje in elucija) je prikazana na sliki 12. Razvidno 
je, da se večino 2-AB eluira že z nanosom vzorca oz. s čiščenjem. Kompleks pa 
se eluira v frakciji elucija. Množina nanesenih maltodekstrinov na kromatografsko 
kolono je bila približno 50 pmol.
  
Slika 12: Kromatogrami vseh treh frakcij po SPE, na kromatografsko kolono smo nanesli približno 
50 pmol maltodekstrinov: 
• Nanos vzorca (črna barva); 
• čiščenje (siva barva); 
• Elucija (modra barva.) 
4.1.2. Preveritev retencije reducirajočih sladkorjev v maltodekstrinih na 
različnih kolonah 
Thermo, GlycanPac AXR-1 3 µm, 2,1 x 150 mm 
Začela sem s preverbo kolone AXR-1, ki za separacijo uporablja mešane 
separacijske režime (šibko anionsko-izmenjevalni in reverzno fazni princip). 
Glikane separira glede na gostoto naboja in hidrofoben značaj spojin [32]. 
V namen preveritve kolone, sem v kromatografski sistem injicirala raztopino 
vzorca maltodekstrinov (n ≈ 100 pmol) označenih z 2-AB. 
Uporabila sem kromatografsko metodo Maltodekstrini_9. 
Kromatografski pogoji 
Temperatura kolone: 30 °C 
Injiciranje: 5 µL vzorca + spiranje aparature s 50 % ACN, kot omogoča aparatura 
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Temperatura avtomatskega vzorčevalnika: 12°C 
Pretok mobilne faze: 0,3 mL/min 
Gradient 
Tabela 6: Gradient (Maltodekstrini_9) mobilne faze v odvisnosti od časa. 
 
Mobilna faza A: 0,1 M amonijev format, pH = 4,5 
Mobilna faza B: ACN 
Iz kromatograma na sliki 13 je razvidno, da se z metodo Maltodextrini_9 vrhovi 
koeluirajo. To sem potrdila še z preveritvijo separacije na dveh drugih kolonah, 
kjer pride do elucije več vrhov (> 10) maltodekstrinov, nad mejo detekcije. S 
spreminjanjem različnih parametrov sem jih poizkusila separirati, vendar 
neuspešno. 
 
Slika 13: Kromatogram raztopine vzorca maltodekstrinov (n ≈ 100 pmol) označenih z 2–AB. 
Waters, Acquity UPLC (R) BEH AMIDE 1,7 µm, 2,1 x 100 mm Column 
Nadaljevala sem s preverbo kolone BEH AMIDE, ki za separacijo uporablja HILIC 
mehanizem. Na njej se dobro separirajo zelo polarni analiti, ki se ne zadržujejo 
na reverzno-fazni koloni [33]. Uporabila sem kromatografsko metodo  
Maltodextrini_HILIC_v1. 
  









Temperatura kolone: 25 °C 
Injiciranje: 5 µL vzorca + spiranje aparature s 50 % ACN, kot omogoča aparatura 
Temperatura avtomatskega vzorčevalnika: 12 °C 
Pretok mobilne faze: 0,3 mL/min 
Ekcitacijska valovna dolžina: 330 nm 
Emitacijska valovna dolžina: 420 nm 
Gradient 
Tabela 7: Gradient (Maltodextrini_HILIC_v1) mobilne faze v odvisnosti od časa. 
 
Mobilna faza A: 0,1 M amonijev format, pH = 4,5 
Mobilna faza B: ACN 
Injicirala sem raztopino vzorca maltodekstrinov  (n ≈ 1 pmol). Iz slike 14 je 
razvidno, da vrh 2-AB (Rt = 1,204 min) ne moti detekcije in kvantifikacije 
maltodekstrinov, zato vzorca ni bilo potrebno čistiti s SPE. 
 
Slika 14: Kromatogram raztopine vzorca maltodekstrinov (n ≈ 1 pmol) označenih z 2 –AB 
Thermo, GlycanPac AXH 3 µm, 2,1 x 150 mm 
Preizkusila sem še kolono AXH, ki za separacijo prav tako uporablja mešane 
separacijske režime (šibko anionsko-izmenjevalni in HILIC princip). Glikane 
separira glede na gostoto naboja in hidrofilnost [34].  Z zaporednimi koraki 







spreminjanja gradienta, ki so podani spodaj,  sem razvila metodo za določevanje 
reducirajočih sladkorjev v maltodekstrinih na izbrani koloni. Ostali kromatografski 
pogoji so ves čas ostali enaki. 
Kromatografski pogoji 
Temperatura kolone: 30 °C 
Injiciranje: 5 µL vzorca + spiranje aparature s 50 % ACN, kot omogoča aparatura 
Temperatura avtomatskega vzorčevalnika: 12 °C 
Pretok mobilne faze: 0,2 mL/min 
Ekcitacijska valovna dolžina: 330 nm 
Emitacijska valovna dolžina: 420 nm 
Najprej sem preverila separacijo reducirajočih sladkorjev v maltodekstrinih pri 
uporabi  izokratske elucije (AXH_v6): 
Mobilna faza : MFA : MFB : MFC = 10 : 70 : 20 
Mobilna faza A (MFA): 0,1 M amonijev format, pH = 4,5 
Mobilna faza B (MFB): ACN 
Mobilna faza C (MFC): voda prečiščena za kromatografijo, MiliQ 
Na sliki 15 je prikazan kromatogram raztopine maltodekstrinov (n ≈ 1 pmol), ki so 
bili predhodno prečiščeni s SPE. Razvidno je, da se maltodekstrini eluirajo zelo 
blizu skupaj in blizu mrtvega volumna.  
 
Slika 15: Raztopina maltodekstrinov (n ≈ 1 pmol), gradient AXH_v6 
V nadaljevanju sem metodo modificirala tako, da sem spreminjala koncentracijo 
pufrne raztopine, odstotek acetonitrila pa pustila enak. Gradient AXH_6.4.2 je 




Tabela 8: Gradient (AXH_6.4.2 ) mobilne faze v odvisnosti od časa 
 
Mobilna faza A: 0,1 M amonijev format, pH = 4,5 
Mobilna faza B: ACN 
Mobilna faza C: voda prečiščena za kromatografijo, MiliQ 
Na sliki 16 je prikazan kromatogram raztopine maltodekstrinov (n ≈ 100 pmol), ki 
so bili predhodno prečiščeni s SPE. Razvidno je, da to poveča retencijo le 
določenih maltodekstrinov. 
 
Slika 16: Raztopina maltodekstrinov (n ≈ 100 pmol), gradient AXH_6.4.2 
V nadaljevanju sem povečala še odstotek acetonitrila. Gradient (AXH_6d_1) je 
podan v tabeli 9. 
Tabela 9: Gradient (AXH_6d_1) mobilne faze v odvisnosti od časa 
 
Mobilna faza A: 0,1 M amonijev format 
Mobilna faza B: ACN 
Mobilna faza C: voda prečiščena za kromatografijo, pH = 4,5 
Čas [min] A [%] B [%] C [%]
0 0 70 30
4 0 70 30
20 15 70 15
30 15 70 15
32 0 70 30
40 0 70 30
Čas [min] A [%] B [%] C [%]
0 2 85 13
35 17 70 13
43 17 70 13
45 2 85 13
55 2 85 13
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Na sliki 17 je prikazan ustrezen kromatogram raztopine maltodekstrinov (n ≈ 100 
pmol), ki so bili predhodno prečiščeni s SPE. Razvidno je, da se vrhom poveča 
retencija, prav tako pa se vsi ustrezno separirajo. 
 
Slika 17: Raztopina maltodekstrinov (n ≈ 100 pmol), posneta s kromatografsko metodo 
AXH_6d_1 
Nekateri vrhovi se še vedno eluirajo zelo blizu mrtvega volumna, zato sem še 
povečala odstotek acetonitrila na začetku. Uporabljen gradient (AXH_6f_2_1) je 
napisan v tabeli 10.  
Tabela 10: Gradient (AXH_6f_2_1) mobilne faze v odvisnosti od časa 
 
Mobilna faza A: 0,1 M amonijev format, pH = 4,5 
Mobilna faza B: ACN 
Mobilna faza C: voda prečiščena za kromatografijo, MiliQ 
Na sliki 18 je prikazan kromatogram raztopine maltodekstrinov (n ≈ 100 pmol), ki 
sem jih predhodno prečistila s SPE. Iz kromatograma je razvidno, da so vrhovi 
lepo ločeni. Prvi vrh (glukoza), se eluira pri retencijskemu času 6,701 min in ima 
kapacitivni faktor 1,6. 
Čas [min] A [%] B [%] C [%]
0 1 92 7
4 1 92 7
18 23 70 7
38 23 70 7
40 1 92 7




Slika 18: Raztopina maltodekstrinov (n ≈ 100 pmol), uporabljena kromatografska metoda 
AXH_6f_2_1 
Z omenjeno metodo sem injicirala tudi topilo in raztopino 2-AB (približno 0,01 
mg/mL), ki sem ju pripravila na enak način kot vzorec. S tem sem se hotela 
prepričati, kateri vrhovi jima pripadajo. Raztopino 2-AB sem pripravila po 
naslednjem postopku. 
Postopek priprave raztopine 2-aminobenzamida  (2-AB) 
V epico sem natančno natehtala približno 25 mg 2-AB in dodala 500 µL topila 
DMSO : ledocetna = 7 : 1. Dobro sem premešala, tako da se je vse dobro 
raztopilo. Raztopino sem nato redčila 5000 krat. Končna koncentracija 2-AB je 
približno  0,01 mg /mL. 
Ustrezna kromatograma sta prikazana na sliki 19. Iz kromatogramov je razvidno, 
da se prvi vrh 2-AB (Rt = 2,625 min) koeluira z vrhom topila (Rt = 2,611 min). 
 
Slika 19: Raztopina 2-AB (c ≈ 0,01 mg 2-aminobenzamida/mL) in topilo: 
• Topilo (modra barva); 




4.2. Validacija SPE za glukozo in maltozo 
Izvedla sem validacijo SPE za glukozo in maltozo (linearnost, točnost in 
ponovljivost), določila sem tudi izkoristek ekstrakcije. Uporabila sem 
kromatografsko metodo, ki sem jo razvila za maltodekstrine (AXH_6f_2_1). 
Vzorec po SPE sem redčila s topilom ACN : MiliQ = 9:1. 
V tabeli 11 so navedeni volumni nanešenega vzorca na ekstrakcijsko kolono in 
množine vzorca nanesene na kromatografsko kolono (n). 
Tabela 11: Količine nanešenega vzorca na SPE kolono 
 
Izkoristek SPE 
Za začetek sem preverila izkoristek SPE. Injicirala sem raztopino vzorca glukoze 
po in pred SPE. Množina glukoze in maltoze, ki sem jo nanesla na 
kromatografsko kolono, je bila približno 4 pmol. Izkoristek za glukozo in maltozo 
je 87 %. Na sliki 20 sta prikazana ustrezna kromatograma za glukozo, na sliki 21 
pa za maltozo. 
 
Slika 20: Primerjava kromatogramov raztopine glukoze (n ≈ 4 pmol): 
• S SPE (črna barva); 
• Brez SPE (modra barva). 










Slika 21: Primerjava kromatogramov raztopine maltoze (n ≈ 4 pmol): 
• S SPE (črna barva); 
• Brez SPE (modra barva). 
V nadaljevanju sem injicirala tudi raztopino 2-AB. S tem sem se prepričala, da vsi 
vrhovi, ki se eluirajo pred glukozo, pripadajo 2-AB. Na sliki 22 sta prikazana 
kromatograma raztopine 2-AB in raztopine glukoze brez SPE (4 pmol).  
 
Slika 22: Primerjava kromatogramov raztopine 2-AB (c ≈0,01 mg/mL) in glukoze brez SPE (n ≈ 4 
pmol): 
• Raztopina 2-AB (črna barva); 
• Raztopina glukoze brez SPE (modra barva). 
Ponovljivost SPE 
Ponovljivost sem testirala tako, da sem za isti vzorec SPE ponovila v petih 
paralelkah. Na ekstrakcijsko kolono sem nanesla 30 µL vzorca glukoze (c ≈ 0,714 
mg/mL) in 30 µL vzorca maltoze (c ≈ 1,442 mg/mL). V tabeli 12 so podani rezultati 
za ponovljivost SPE glukoze, v tabeli 13 pa maltoze. Relativno standardno 
deviacijo v odstotkih (% RSD)  sem izračunala po enačbi 7. Pri čemer je N število 
meritev, xi vrednost posamezne meritve in  povprečna vrednost vseh meritev. 
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Relativna standardna deviacija je merilo za razpršenost podatkov in je posledica 
naključne napake. Želim si, da je vrednost čim manjša in tako meritve ponovljive. 
 












Tabela 12: Rezultati preveritve ponovljivosti za glukozo 
 
 
Tabela 13: Rezultati preveritve ponovljivosti za maltozo 
 
Linearnost 
Linearnost nam pove zmožnost analizne metode, da v določenem 
koncentracijskem območju daje linearno proporcionalen odziv glede na 
koncentracijo analita. Linearnost naj bi bila potrjena v pričakovanem delovnem 
območju. Kriterij za vrednotenje linearnosti analizne metode je korelacijski 
koeficient umeritvene premice. Linearnost preverimo tako, da raztopino 
standarda razredčimo na vsaj pet različnih koncentracij[35]. 
Linearnost sem testirala tako, da sem na ekstrakcijsko kolono nanesla različne 
količine vzorca (10, 20, 30, 60, 90 in 120 µL) glukoze (c ≈ 0,714 mg/mL) in vzorca 
maltoze (c ≈ 1,442 mg/mL). Linearnost sem testirala, ker sem želela vedeti, 
kakšno količino vzorca lahko nanesem na ekstrakcijsko kolono, da bo SPE 
ustrezna. Na grafu 3 je prikazana umeritvena krivulja za SPE v primeru glukoze, 
na grafu 4 pa v primeru maltoze. 
 

















Graf 3: Linearnost SPE za glukozo 
SPE je ustrezna pri nanosu med 10 µL in 120 µL raztopine glukoze, kar ustreza 
med 7,14 µg in 85,68 µg glukoze. 
 
Graf 4: Linearnost SPE za maltozo 
SPE je ustrezna pri nanosu med 10 µL in 120 µL raztopine maltoze, kar ustreza 
med 14,42 µg in 173,10 µg glukoze. 
Točnost 
Točnost nam pove ujemanje med dejansko in izmerjeno vrednostjo. Opisuje tako 
sistematično kot naključno napako rezultata, pove nam, če je naš rezultat pravilen 
in natančen. Z njo lahko okarakteriziramo samo posamezni rezultat.  Točnost po 
navadi podamo z absolutno in relativno napako[35].  






















Umeritvena krivulja - glukoza




















Umeritvena krivulja - maltoza
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Točnost SPE sem preverila tako, da sem pripravila vzorec v dveh paralelkah 
(c(glukoze) ≈ 0,714 mg/L, c(maltoze) ≈ 1,442 mg/mL) in na SPE nanesla 30 µL 
raztopine. Rezultati so podani v tebelah 14 in 15. 
Tabela 14: Rezultati preveritve točnosti za glukozo 
 
Tabela 15: rezultati preveritve točnosti za maltozo 
 
4.3. Razvoj kromatografske metode za glikane 
4.3.1. Preveritev separacije glikanov na koloni Thermo, GlycanPac AXH-1; 
3 µm, 2,1 x 150 mm 
Najprej sem v kromatografski sistem posamezno injicirala raztopine pripravljenih 
standardov (c ≈ 0,1 pmol/µL) z metodo, ki sem jo razvila za maltodekstrine 
(AXH_6f_2_1). Spremenila sem le volumen injiciranja iz 5 µL na 10 µL, da sem 
zagotovili primerno občutljivost. Na sliki 23 so prikazani kromatogrami 
standardov. 
  












Slika 23: Kromatogrami raztopin standardov (c ≈ 0,1 pmol/µL). Kromatogrami so posneti s 
kromatografsko metodo AXH_6f_2_1. 
• GSKB – 301(siva barva); 
• GSKB – 302 (zelena barva); 
• GSKB – 104 (črna modra barva); 
• GSKB – 111 (modra barva); 
• GSKB – 304 (oranžna barva); 
• GSKB – 312 ( rdeča barva). 
Iz kromatograma je razvidno, da se nevtralni glikani (301, 302, 104, 111 in 304) 
eluirajo zelo blizu skupaj. V nadaljevanju sem poizkušala izboljšati separacijo. 
Prav tako je razvidno, da je vrh glikana GSKB - 312 nesimetričen in širok. V 
nadaljevanju sem zato spremenila gradient. Namesto izokratskega gradienta (70 
% ACN) v območju elucije glikanov, sem poizkusila z rahlim gradientom. Gradient 
(AXH_6f_2_4) je podan v tabeli 16, ostali kromatografski pogoji pa so ostali 
nespremenjeni. 
Tabela 16: Gradient (AXH_6f_2_4) mobilne faze v odvisnosti od časa 
 
Čas [min] A [%] B [%] C [%]
0 1 92 7
4 1 92 7
15 18 75 7
35 23 70 7
43 33 60 7
46 33 60 7
48 1 92 7
63 1 92 7
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Na sliki 24 so podani kromatogrami standardov (c ≈ 0,1 pmol/µL) posneti z 
gradientom AXH_6f_2_4.  
 
Slika 24: Kromatogrami raztopin standardov (c ≈ 0,1 pmol/µL), posneti z kromatografsko metodo 
AXH_6f_2_4: 
• GSKB – 301(modra barva); 
• GSKB – 302 (zelena barva); 
• GSKB – 104 (rdeča barva); 
• GSKB – 111 (črna barva); 
• GSKB – 304 (siva barva); 
• GSKB – 312 (oranžna barva). 
Iz kromatograma je razvidno, da se je separacija nevtralnih glikanov izboljšala. 
Prav tako pa je vrh glikana GSKB – 312 postal ožji, višji in bolj simetričen. Prav 
tako je razvidno, da se v prvih 15 minutah ne eluira noben vrh. V nadaljevanju 
sem zato zmanjšala odstotek acetonitrila na začetku in tako skrajšala 
kromatografsko metodo. Ustrezen gradient (AXH_6f_2_4_1) je napisan v tabeli 
17, ustrezen kromatogram pa prikazan na sliki 25. 
Tabela 17: Gradient (AXH_6f_2_4_1)  mobilne faze v odvisnosti od časa 
 
Čas [min] A [%] B [%] C [%]
0 13 80 7
4 13 80 7
6 18 75 7
26 23 70 7
34 33 60 7
37 33 60 7
39 13 80 7




Slika 25: Kromatogrami raztopin standardov (c ≈ 0,1 pmol/µL), posneti z kromatografsko metodo 
AXH_6f_2_4_1: 
• GSKB – 301(modra barva); 
• GSKB – 302 (zelena barva); 
• GSKB – 104 (rdeča barva); 
• GSKB – 111 (črna barva); 
• GSKB – 304 (siva barva); 
• GSKB – 312 (oranžna barva). 
V nadaljevanju sem preverila še, če se separacija izboljša z manjšim naklona 
gradienta v delu, kjer se eluirajo nevtralni glikani. Ustrezen gradient 
(AXH_6f_2_4_1.1) je prikazan v tabeli 18, ustrezen kromatogram pa na sliki 26. 
Tabela 18: Gradient (AXH_6f_2_4_1.1) mobilne faze v odvisnosti od časa 
 
Čas [min] A [%] B [%] C [%]
0 13 80 7
4 13 80 7
6 21 72 7
21 23 70 7
29 33 60 7
32 33 60 7
34 13 80 7




Slika 26: Kromatogrami raztopin standardov (c ≈ 0,1 pmol/µL), posneti z kromatografsko metodo 
AXH_6f_2_4_1.1: 
• GSKB – 301(modra barva); 
• GSKB – 302 (zelena barva); 
• GSKB – 104 (rdeča barva); 
• GSKB – 111 (črna barva); 
• GSKB – 304 (siva barva); 
• GSKB – 312 (oranžna barva). 
Ugotovila sem, da se separacija v tem primeru poslabša. 
V nadaljevanju sem injicirala še mešanico vseh standardov (c ≈ 0,017 pmol/µL) 
z najbolj ustrezno metodo (AXH_6f_2_4_1). Ustrezen kromatogram je prikazan 
na sliki 27. 
 
Slika 27: Kromatogram raztopine standardov (c ≈ 0,1 pmol/µL), posneti z kromatografsko metodo 
AXH_6f_2_4_1. 
Iz kromatograma je razvidno, da so vsi vrhovi ustrezno separirani (njihova 
ločljivost je večja ali enaka 1,5). 
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4.3.2. Izbira primernega topila 
Tekom razvoja kromatografske metode so bili glikani raztopljeni v topilu ACN : 
MiliQ = 9 : 1 v koncentraciji 0,1 pmol/ µL. Pri preverjanju ponovljivosti sem 
ugotovila, da to topilo ni primerno. Pri injiciranju raztopine standarda iz iste vialice, 
sem naključno dobila različno velike kromatografske vrhove. V nadaljevanju sem 
zato preizkusila še bolj nepolarne mešanice topil:  
• ACN : MiliQ = 7 : 3; 
• ACN : MiliQ = 1 : 1. 
Topilo ACN : MiliQ = 7 : 3 
Za preveritev ponovljivosti injiciranja sem petkrat injicirala raztopino standarda   
(c ≈ 0,1 pmol/mL). S tem topilom je bila ponovljivost injiciranja veliko boljša, prav 
tako pa razmerje S/N. 
Za standard, ki je najbolj polaren od uporabljenih (GSKB-312), je bil RSD 
relativno velik (8 %), zato sem v nadaljevanju poizkusila še bolj nepolarno 
mešanico topil. 
Topilo ACN : MiliQ = 1 : 1 
Za preveritev ponovljivosti injiciranja sem petkrat injicirala raztopino standarda   
(c ≈ 0,1 pmol/mL). S tem topilom je bila ponovljivost injiciranja za polarni standard 
(GSKB – 312) veliko boljša (RSD = 4 %). 
Preverila sem še vpliv tega topila na retencijo in obliko vrha standarda, ki se eluira 





Slika 28: Kromatograma raztopine vzorca standarda GSKB-301 (n ≈ 0,45 pmol), raztopljenega v 
različnih topilih: 
• ACN : MiliQ = 7 : 3 (črna barva); 
• ACN : MiliQ = 1 : 1 ( modra barva). 
V tabeli 19 je podana vrednost asimetrije vrha in pa njuna ploščina. 
Tabela 19: Kromatografski podatki za vrh standarda GSKB-301 v različnih topilih. 
 
Za najustreznejše topilo se je izkazalo ACN : MiliQ = 7 : 3, ki sem ga v 
nadaljevanju uporabila za validacijo kromatografske metode. 
4.4. Validacija razvite kromatografske metode za določevanje 
glikanov 
Validacija je dokumentiran postopek, s katerim potrjujemo, da določena metoda 
daje zanesljive rezultate. V sklopu validacije sem testirala več različnih 
parametrov: 






• Meja detekcije in kvantifikacije [36]. 
Topilo A [število*min] T
ACN : MiliQ = 7 : 3 69438 1,19




Selektivnost analitične metode je zmožnost pridobiti eksaktne rezultate za analit 
ob prisotnosti interferenc v vzorcu. Metoda mora torej biti selektivna za naš analit. 
Poznamo več načinov, kako okarakterizirati separacijo kromatografskih vrhov 
(selektivnostni faktor (α), ločljivost).  
Selektivnostni faktor  (α) se za vrhova A in B izračuna po enačbi 8. Pri čemer je 
Rt(A) retencijski čas vrha A, Rt(B)  retencijski čas vrha B in t0 mrtvi čas [35, 36]. 





Ločljivost pa se izračuna po enačbi 6. 
V namen preveritve selektivnosti sem na kromatografsko kolono injicirala 
raztopino mešanice vseh standardov (n ≈ 1,7 pmol). Tako iz kromatograma na 
sliki 29, kot tudi iz tabele 20 je dobro razvidno, da so vrhovi kvantitativno ločeni 
na bazni liniji (ločjivost je večja ali enaka 1,5). 
 
Slika 29: Kromatogram raztopine standardov (c ≈ 0,17 pmol/µL) 
Tabela 20: Vrednosti ločljivosti med posameznimi vrhovi 
 
Meja kvantifikacije (LOQ) in meja detekcije (LOD) 
Meja detekcije je najnižja možna koncentracija, pri kateri instrument še lahko 










Meja kvantifikacije je najnižja možna koncentracija, pri kateri še lahko 
kvantificiramo preiskovani analit z ustrezno ponovljivostjo in pravilnostjo. Pri 
HPLC jo po navadi določimo glede na S/N, ki mora biti večji od 10 [35, 36]. 
Razmerje signal/šum (S/N) sem izračunala po enačbi 9, pri čemer je RSD 








Koncentracija, ki je ocenjena kot meja detekcije je 0,01 pmol glikanov/µL. 
Vrednosti razmerja S/N in ustrezne ploščine kromatografskih vrhov so podane v 
tabeli 21. 
Tabela 21: Vrednosti razmerja S/N in ustrezne ploščine vrhov standardov                                                
(c ≈ 0,01 pmol glikanov/µL) 
 
Linearnost 
V namen preveritve linearnosti razvite metode sem pripravljene raztopine 
standardov (c ≈ 0,1 pmol/µL) ustrezno redčila s topilom ACN : MiliQ = 7 : 3 na 
sedem različnih koncentracij. 
Na kromatografsko kolono sem tako injicirala posamezne glikane množine: 1 
pmol, 0,85 pmol, 0,6 pmol, 0,45 pmol, 0,3 pmol, 0,2 pmol in 0,1 pmol. 
GSKB-301 
Na grafu 5 je prikazana umeritvena krivulja za standard GSKB-301. Razvidno je, 
da je metoda linearna v vsem preverjenem koncentracijskem območju                    
(n ≈ 0,1 pmol – 1 pmol). 










Graf 5: Linearnost GSKB-301 
GSKB-302 
Na grafu 6 je prikazana umeritvena krivulja za standard GSKB-302. Razvidno je, 
da je metoda linearna v vsem preverjenem koncentracijskem območju                    
(n ≈ 0,1 pmol – 1 pmol). 
 
Graf 6: Linearnost GSKB-302 
GSKB-104 
Na grafu 7 je prikazana umeritvena krivulja za standard GSKB-104. Razvidno je, 
da je metoda linearna v vsem preverjenem koncentracijskem območju                    
(n ≈ 0,1 pmol – 1 pmol). 























Umeritvena krivulja - GSKB-301

























Graf 7: Linearnost GSKB-104 
GSKB-111 
Na grafu 8 je prikazana umeritvena krivulja za standard GSKB-111. Razvidno je, 
da je metoda linearna v vsem preverjenem koncentracijskem območju                    
(n ≈ 0,1 pmol – 1 pmol). 
 
Graf 8: Linearnost GSKB-111 
GSKB-304 
Na grafu 9 je prikazana umeritvena krivulja za standard GSKB-304. Razvidno je, 
da je metoda linearna v vsem preverjenem koncentracijskem območju                    
(n ≈ 0,1 pmol – 1 pmol). 




















Umeritvena krivulja - GSKB-104




























Graf 9: Linearnost GSKB-304 
GSKB-312 
Na grafu 10 je prikazana umeritevna krivulja za standard GSKB-312. Razvidno 
je, da je metoda linearna v vsem preverjenem koncentracijskem območju                    
(n ≈ 0,1 pmol – 1 pmol). 
 
Graf 10: Linearnost GSKB-312 
BIAS 
Bias je ocena napake kalibracijske premice. Pove nam oceno sistematične 
napake v katerikoli stopnji analitskega procesa v daljšem časovnem obdobju. Z 
njo vedno okarakteriziramo set rezultatov, nikoli en sam rezultat [36]. 






















Umeritvena krivulja - GSKB-304




















Umeritvena krivulja - GSKB-312
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Bias sem izračunala po enačbi 10. Vrednost n sem vzela iz umeritvene premice. 
Vrednost y pa je vrednost ploščine kromatografskega vrha pri množini 
nanešenega standarda približno 0,45 pmol. Bias sem podala v odstotkih. 
 𝑏𝑖𝑎𝑠 =  
𝑛
𝑦
 𝑥 100 (10) 
Vrednosti bias za posamezne standarde pri na kromatografsko kolono nanešeni 
množini 0,45 pmol standarda so podane v tabeli 22.  
Tabela 22: Vrednosti BIAS pri koncentraciji 0,045 pmol/µL standarda 
 
Ponovljivost injiciranja 
Ponovljivost sem okarakterizirala z relativno standardno deviacijo, ki sem jo 
izračunala po enačbi 7.  
Ponovljivost injiciranja sem testirala tako, da sem 5 krat injicirala raztopino 
standarda posameznega glikana (n ≈ 0,45 pmol) iz iste viale. 
GSKB-301 
 V tabeli 23 so podani rezultati za ponovljivosti injiciranja za standard GSKB-301 
(c ≈ 0,045 pmol/ µL). 
Tabela 23: Rezultati ponovljivosti injiciranja za standard GSKB-301 
 







Rt [min] A [število*min] Višina [število] T N
19,210 69438 235439 1,19 28439
19,204 69294 233854 1,19 28158
19,195 68900 232935 1,18 27894
19,211 68437 232171 1,18 28355
19,210 67365 226708 1,20 28111
Povprečje 19,206 68687 232221 1,19 28191






 V tabeli 24 so podani rezultati za ponovljivosti injiciranja za standard GSKB-302 
(c ≈ 0,045 pmol/ µL). 
Tabela 24: Rezultati ponovljivosti injiciranja za standard GSKB-302 
 
GSKB-104 
 V tabeli 25 so podani rezultati za ponovljivosti injiciranja za standard GSKB-104 
(n ≈ 0,45 pmol).  
Tabela 25: Rezultati ponovljivosti injiciranja za standard GSKB-104 
 
GSKB-111 
 V tabeli 26 so podani rezultati za ponovljivosti injiciranja za standard GSKB-111 
(n ≈ 0,45 pmol). 
Tabela 26: Rezultati ponovljivosti injiciranja za standard GSKB-111 
 
Rt [min] A [število*min] Višina [število] T N
20,788 63069 201595 1,21 29851
20,782 62874 199982 1,22 30092
20,796 61349 196300 1,19 30100
20,799 61012 192463 1,21 29710
20,784 61630 192868 1,20 29328
Povprečje 20,7898 61987 196642 1,21 29816
RSD [%] 0 1 2 0,9 1
c(GSKB-302) = 
0,045 pmol/µL
Rt [min] A [število*min] Višina [število] T N
22,506 43093 124523 1,21 30646
22,499 47899 142643 1,17 31334
22,507 47796 142294 1,16 31947
22,517 45414 134886 1,21 30751
22,522 44246 129517 1,20 31670
Povprečje 22,510 45689 134773 1,2 31270
RSD [%] 0 5 6 2 2
c(GSKB-104) = 
0,045 pmol/µL
Rt [min] A [število*min] Višina [število] T N
23,876 43395 128534 1,24 33939
23,873 43616 129250 1,24 33950
23,850 44094 128915 1,27 33524
23,898 43243 124558 1,24 33268
23,876 42077 119802 1,27 33176
Povprečje 23,875 43285 126212 1,3 33571






V tabeli 27 so podani rezultati za ponovljivosti injiciranja za standard GSKB-304 
(n ≈ 0,45 pmol). 
Tabela 27: Rezultati ponovljivosti injiciranja za standard GSKB-304 
 
GSKB-312 
 V tabeli 28 so podani rezultati za ponovljivosti injiciranja za standard GSKB-312 
(n ≈ 0,45 pmol). 
Tabela 28: Rezultati ponovljivosti injiciranja za standard GSKB-312 
 
Ocena izkoristka SPE 
V sklopu validacije točnosti nisem preverjala, ker nisem imela referenčnega 
materiala. Izvedla pa sem oceno izkoristka SPE. Pripravila sem raztopino 
mešanih standardov. Del sem jih pred injiciranjem nanesla na SPE kolono, del 
pa sem jih direktno injicirala. Koncentracija injicirane raztopine je bila 0,044 
pmol/uL  V tabeli 29 so podani izkoristki za posamezni standard. 
  
Rt [min] A [število*min] Višina [število] T N
24,962 66683 191899 1,24 35652
24,964 69130 200383 1,25 35241
24,956 68430 199567 1,25 36453
24,956 67487 197186 1,20 36720
24,955 64811 187216 1,24 36517
Povprečje 24,959 67308 195250 1,2 36117
RSD [%] 0 2 3 2 2
c(GSKB-304) = 
0,045 pmol/µL
Rt [min] A [število*min] Višina [število] T N
36,517 57351 209437 1,36 123828
36,511 57337 206182 1,36 121093
36,515 54358 196713 1,36 122034
36,526 51506 185621 1,35 121050
36,525 47891 171738 1,37 120544
Povprečje 36,519 53689 193938 1,4 121710





Tabela 29: Izkoristi SPE za posamezne standarde. 
 
Iz tabele 29 je razvidno, da se je standard GSKB-312 popolnoma zadržal na SPE 
koloni.  
Robustnost 
Robustnost analitskega postopka je njegova zmožnost, da ob majhnih 
spremembah parametrov, rezultati ostanejo nespremenjeni. Preverila sem jo 
tako, da sem namensko spreminjala parametre in gledala odziv. 
Spreminjala sem naslednje parametre: 
• pH mobilne faze; 
• temperaturo kolone; 
• pretok mobilne faze; 
• vzbujevalno valovno dolžino; 
• merjeno valovno dolžino. 
V ta namen sem injicirala raztopino mešanih standardov (n ≈ 1,7 pmol). 
pH mobilne faze 
Na sliki 30 je prikazana primerjava kromatogramov pri pH vrednosti mobilne faze 
4,4; 4,5 in 4,6. Razvidno je, da separacija ostane nespremenjena ob rahli 
spremembi pH vrednosti mobilne faze. 
brez SPE s SPE
GSKB-301 76212 29889 39
GSKB-302 61300 25231 41
GSKB-104 50217 18990 38
GSKB-111 43239 14126 33
GSKB-304 66819 21975 33
GSKB-312 52116 0 0
A [število * min]




Slika 30: Kromatogrami raztopine mešanice standardov (n ≈ 0,17 pmol) posneti pri različnih 
vrednostih pH: 
• pH = 4,5 (siva barva); 
• pH = 4,6 (modra barva); 
• pH = 4,4 (črna barva). 
Temperatura kolone 
Na sliki 31 je prikazana primerjava kromatogramov pri temperaturi 
kromatografske kolone 29, 30 in 31 °C. Razvidno je, da separacija ostane 
nespremenjena ob rahli spremembi temperature kolone. 
 
Slika 31: Kromatogrami raztopine mešanice standardov (n ≈ 0,17 pmol) posneti pri različnih 
temperaturah kolone: 
• Tk =  30 °C (črna barva); 
• Tk = 31 °C (siva barva); 
• Tk = 29 °C (modra barva). 
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Pretok mobilne faze 
Na sliki 32 je prikazana primerjava kromatogramov pri pretoku mobilne faze 0,19, 
0,20 in 0,21 mL/min. Retencijski časi vseh vrhov se rahlo spremenijo, separacija 
pa ostane ustrezna. 
 
Slika 32: Kromatogrami raztopine mešanice standardov (n ≈ 0,17 pmol) posneti pri različnih 
pretokih mobilne faze: 
• pretok = 0,20 mL/min (črna barva); 
• pretok = 0,19 mL/min (modra barva); 
• pretok = 0,21 mL/min (siva barva). 
Vzbujevalna valovna dolžina 
Na sliki 33 je prikazana primerjava kromatogramov pri vzbujevalni dolžini 319, 
320 in 321 nm. V tabeli 30 pa so prikazani RSD-ji za posamezni standard. 
Rezultati se ne spremenijo signifikantno ob rahli spremembi vzbujevalne valovne 
dolžine. 













Slika 33: Kromatogrami raztopine mešanice standardov (n = 0,17 pmol) posneti pri različnih 
vzbujevalnih valovnih dolžinah: 
• λ = 320 nm (črna barva); 
• λ = 321 nm (siva barva); 
• λ = 319 nm (modra barva). 
Merjena valovna dolžina 
Na sliki 34 je prikazana primerjava kromatogramov pri vzbujevalni dolžini 419, 
420 in 421 nm. V tabeli 31 pa so prikazani RSD-ji za posamezni standard. 
Rezultati se ne spremenijo signifikantno ob rahli spremembi merjene valovne 
dolžine. 












Slika 34: Kromatogrami raztopine mešanice standardov (n ≈ 0,17 pmol) posneti pri različnih 
merjenih valovnih dolžinah:  
• λ = 420 nm (črna barva); 
• λ = 421 nm (siva barva); 
• λ = 419 nm (modra barva). 
4.5. Analiza realnega vzorca glikoproteinov (HUMIRA 40 mg/0,4 
mL) 
4.5.1. Priprava vzorca 
Za vzorec sem si izbrala zdravilo Humira (adalimumab) 40 mg/ 0,4 mL. Prejela 
sem ga v obliki bistre raztopine v injekcijski brizgi. To je biološko zdravilo iz 
skupine humanih monoklonskih protiteles, ki veže in inaktivira TNF-alfa. 
Za ustrezno analizo glikanov v vzorcu moram izvesti deglikolizacijo, derivatizacijo 
sproščenih glikanov in odstranitev presežnega označevalca 2-AB s SPE. Pri 
pripravi vzorca sem sledila modificiranem postopku, ki sem ga uporabila za 
maltodekstrine. Postopek je podan v razdelku Eksperimentalni del. 
V primeru realnega vzorca glikoproteinov je potrebna še dodatna stopnja – 
deglikolizacija.  
Deglikolizacija 
Za deglikolizacijo sem uporabila encim PNGaza F: Peptid-N4 -(acetil-β-
glucosaminil)-asparagin amidaza. Encim je izoliran iz soja bakterije E. coli in 
izraža kloniran gen Chryseobacterium  meningosepticum. Pogosto se uporablja 
za odstranitev N-glikanov od proteinov/peptidov. Encim je zelo specifičen in cepi 
vez med enoto N-acetilglukozamina (najbližja proteinu) in asparagina. Nastanejo 
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1-amino oligosaharidi, ki se nato naprej hidrolizirajo v amonijak in oligosaharide, 
ki imajo proste reducirajoče konce [37, 38]. 
Na sliki 35 je z modro puščico prikazano mesto cepitve vezi. 
 
Slika 35: Vez, ki se cepi med deglikolizacijo z encomom PNGaza F 
R1 označuje N ali C substitucijo (ne sme biti H) 
R2 je lahko H atom ali nadaljevanje oligosaharidne verige 
R3 je lahko H atom ali pa α(1-6) fukoza. 
Lastnosti encima PNGaza F so podane v tabeli 32. 
Tabela 32: Lastnosti encima PNGaza F 
 
Pri deglikolizaciji sem sledila modificiranemu postopku proizvajalca Agilent, od 
katerega so bile kupljene kemikalije, standardi in encimi [37]. Postopek je podan 
v razdelku Eksperimentalni del. 
4.5.2. Kvantifikacija N-glikanov 
Najprej sem pripravila raztopino mešanih standardov (c = 0,044 pmol/µL) in jih 
injicirala v kromatografski sistem. Pripravila sem raztopino vzorca Humira 40 mg 
adalimumaba/0,4 mL. Na kromatografsko kolono sem ga injicirala 10 µL 
koncentracije približno 116 pmol glikanov/µL (ob predpostavki, da je na vsak 
protein vezan en glikan). Na sliki 36 je prikazan ustrezen kromatogram. V tabeli 
33 pa so podani rezultati analize vzorca. Vrhove glikanov, katerih sem imela 
standarde, sem kvantificirala na vrhove standardov. Ostale vrhove sem 
kvantificirala na vrh standarda GSKB-302. Kvantificirala sem vse vrhove, ki imajo 
vrednost S/N večjo ali enako 10. Pri tem sem zanemarila vrhove topila in 
označevalca 2-AB. 
Aktivnost ≥ 10 U/mL
Shranjevanje encima - 20 °C
Medij Sterilna prefiltrirana raztopina v 20 mM Tris-HCl. 50 mM NaCl, 1 mM EDTA (pH = 7,5)
Molekulska masa 35 kDa
pH stabilnost 7,5 - 9,5
Ena enota N-Glikanaze-PLUS je definirana kot količina encima, ki je potrebna za 
katalizo sprostitve N-oligosaharidov iz 1 µmola denaturirane ribonukleaze B v eni minuti, 
pri pH 0 7,5 in temperaturi 37 °C. 




Slika 36: Kromatogram raztopine vzorca Humira 40 mg adalimumaba/0,4 mL (c ≈ 116 pmol/µL) 
Tabela 33: Rezultati analize vzorca Humira 40 mg adalimumaba/0,4 mL (c ≈ 116 pmol/µL) 
 
Rezultate vsebnosti nekaterih glikanov sem primerjala s podatki v literaturi. V 
literaturi so uporabili kolono Waters, ACQUITY UPLC® BEH Glycan column 
(2.1×100 mm; 1.7 µm). Temperatura kolone je bila nastavljena na 60 °C, 
uporabljen pa je bil fluorescenčni detektor (λvzb = 330 nm, λmer = 420 nm). 
Uporabili so gradient, ki je podan v tabeli 34. 
Tabela 34: Gradient mobilne faze v odvisnosti od časa 
 
Ime Rt [min] A [število*min] Višina [število] S/N c [pmol/uL] Delež posameznega glikana [%]
13,021 13039,24 38782,74 27 0,52 0,06
13,557 14130,93 52591,24 36 0,56 0,07
13,720 7936,07 39497,57 27 0,31 0,04
14,254 15626,99 73178,14 51 0,62 0,07
14,575 99320,81 394227,80 273 3,94 0,47
15,419 6933,34 31144,27 22 0,27 0,03
16,120 44843,83 156846,52 109 1,78 0,21
17,056 78159,73 309110,19 214 3,10 0,37
17,341 106091,97 380788,92 264 4,20 0,50
18,651 824649,69 2791305,32 1933 32,68 3,90
GSKB-301 19,418 185416,17 705121,19 488 6,20 0,74
19,905 517415,68 1750424,56 1212 20,51 2,45
GSKB-302 21,034 15826616,33 49975840,58 34607 627,28 74,81
21,793 127328,80 487128,15 337 5,05 0,60
22,451 20510,43 125566,25 87 0,81 0,10
GSKB-104 22,709 166211,65 538953,33 373 8,75 1,04
23,739 1789719,60 5380876,81 3726 70,93 8,46
GSKB-111 23,987 601615,20 2086995,44 1445 42,59 5,08
GSKB-304 25,150 8831,18 37801,72 26 0,40 0,05
25,408 52207,87 152446,86 106 2,07 0,25
26,574 30453,72 131567,81 91 1,21 0,14
26,802 108402,17 291272,23 202 4,30 0,51
27,908 10285,28 22295,84 15 0,41 0,05







MFA: 0,1 M amonijev format, pH = 4,5 
MFB: ACN 
V tabeli 35 je prikazana primerjava podatkov za GSKB-301 in GSKB-302. 
Razvidno je, da se vrednosti zadovoljivo ujemajo. 
















V  sklopu magistrskega dela sem razvila kromatografsko metodo za kvantifikacijo 
N-glikanov s fluorescenčno detekcijo.  
Postopek priprave vzorca (derivatizacija z 2-AB, SPE) in kromatografsko metodo 
sem razvijala na vzorcu maltodekstrinov, glukoze in maltoze. Za derivatizacijo 
sem si izbrala fluorescenčni označevalec 2-AB, ki sem ga z reakcijo reduktivnega 
aminiranja vezala na reducirajoč konec ogljikovega hidrata. Tako pripravljen 
vzorec je vseboval presežek označevalca, katerega sem odstranila s pomočjo 
aminopropilske SPE kolone. 
SPE za glukozo in maltozo sem validirala na kromatografski koloni Thermo, 
GlycanPac AXH-1 3 µm, 2,1 x 150 mm. Izkoristek SPE za glukozo in maltozo je 
87 %. Ekstrakcija je ponovljiva tako za glukozo (RSD = 6 %) kot maltozo (RSD = 
10 %) in je ustrezna pri nanosu med 10 µL in 120 µL raztopine glukoze oz. 
maltoze. Ujemanje med dvema paralekama je v primeru glukoze 97 %, v primeru 
maltoze pa 94 %. 
Preverila sem separacijo označenih maltodekstrinov na treh kolonah: Thermo, 
GlycanPac AXH-1; 3 µm, 2,1 x 150 mm, Thermo, GlycanPac AXR-1; 3 µm, 2,1 x 
150 mm in pa Waters, Acquity UPLC (R) BEH AMIDE; 1,7 µm, 2,1 x 100 mm 
Column. Najbolj optimalna separacija je bila na koloni AXH-1. Razvito metodo 
sem aplicirala na šest standardov N-glikanov in jo validirala.  
Metoda je za vseh šest standardov N-glikanov selektivna in linearna v območju 
koncentracij med 0,01 pmol/µL in 0,1 pmol/µL. Ponovljivost sem okarakterizirala 
z RSD-ji dobljenih ploščin kromatografskih vrhov. Vrednosti za posamezni glikan 
so med 1 in 8 %. Določila sem tudi izkoristke SPE, ki so za pet N-glikanov med 
30 in 40 %. Pri tem sem ugotovila, da metoda ni primerna za določanje GSKB-
312, saj se le ta popolnoma zadrži na izbrani SPE koloni. V sklopu validacije sem 
preverila tudi robustnost kromatografske metode pri rahlih spremembah pH 
vrednosti mobilne faze, temperature kolone, pretoka mobilne faze, vzbujevalne 
in merjene valovne dolžine. Ugotovila sem, da je metoda robustna. 
Pripravo vzorca sem nato z dodatno stopnjo deglikolizacije aplicirala na realni 
vzorec glikoproteinov. Deglikolizacijo sem izvedla encimatsko s PNGazo F. V 
nadaljevanju bi lahko dodatno optimizirala postopek priprave vzorca. Modificirala 
bi stopnjo odstranitve presežnega reagent. V tej stopnji namreč v celoti izgubim 
bolj polarne glikane (GSKB-312),  izkoristki za ostale pa so nekje med 30 in 40 




Rešitev bi lahko bili komercionalno dostopni kompleti za pripravo N-glikanov, ki 
povečajo izkoristke in zmanjšajo čas priprave vzorca. 
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